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Parece que fue ayer cuando entré por primera vez por las puertas de la Facultad de 
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de la fisiología vegetal, que trabajaba con plantas, concretamente con “pinitos”, de 
repente entraba en un mundo totalmente distinto, el de la biología molecular y la 
medicina bucal, con conceptos y palabras de los que jamás había oído hablar, 
enfermedad liquenoide oral, ameloblastoma, modificación bisulfito, TLDA card….. 
Tenía muchas dudas, no sabía si sería capaz de sacar a delante lo que el profesor 
Aguirre me estaba proponiendo…Y aquí estoy, casi 4 años después escribiendo estas 
líneas, por lo que no puedo hacer otra cosa que pensar en todo lo que me ha ocurrido 
durante estos años y todo lo que debo de agradecer a un gran número de personas. 
 
En primer lugar debo la realización de esta tesis y mi más sentido agradecimiento a mis 
directores de tesis. Ha sido un orgullo teneros como jefes. 
Aguirre, muchas gracias por darme la oportunidad de seguir en lo que me gusta. Tengo 
que agradecerte el haber creído en mí para hacer la tesis, el darme la oportunidad de 
entrar en este laboratorio y haber podido aprender tanto, y el tener paciencia con mis 
días de ceño fruncido. Y como no, gracias por darme la oportunidad de conocer Río de 
Janeiro. ¡Gracias, gracias y mil veces gracias! 
 
Xabi, además de un buen jefe y un gran compañero de laboratorio se que me llevo un 
buen amigo. Eres una bellísima persona, siempre dispuesto a ayudar a los demás y se 
que tienes un futuro muy prometedor, sinceramente, Becket. Eskerrik asko, nire une 
txarrenetan hor egoteagatik, eta batez ere, euskararekin laguntzeagatik. Kar, kar, kar. 
Benetan, mila esker!  
 
Y aunque ya no estén con nosotros Ame, Naiara, ¡Gracias! Os debo un montón, sin 
vosotras esta tesis no hubiese sido la misma. Sois dos trabajodoras inagotables de las 
que tomar ejemplo. Vuestra pasión por la ciencia es totalmente inspiradora y lo único 
que puedo decir es que es una pena que este país pierda a científicas de vuestro 
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calibre. Buena suerte en vuestra nueva andadura. Y Natalia, que ahora estás en otro 
camino, “morado”. Espero que todo te vaya muy bien. 
 
A los siguientes que quisiera agradecer es al “grupo”: Agurne, Álvaro, Andoni, Asier, 
Bego, Carmen, Coca, Janire, Jose, Mari José Lartitegi y Rafa.  
 
No me puedo olvidar de Marian. Desde el momento en el que entré, me hiciste sentir 
una más del grupo, tratándome con cariño y respeto. Nunca se me olvidarán tus visitas 
al despachito- hornito para preguntar por tus chicos del labo. ¡Gracias por todo! 
 
Y como olvidarme de los chicos del master de patología oral: Ana María, Javi, María, 
Mari Carmen, Yrania y Zummaly. Me viene a la memoria el primer año con María y 
Javi. ¿Os acordáis de aquellas tardes eternas en la uni haciendo el máster de 
investigación biomédica? ¡Cuantas anécdotas! 
 
Agradezco también a Marian Martínez de Pancorbo por abrirme sus puertas en el 
laboratorio de Gasteiz y al grupo de investigación BIOMICs. 
También quiero agradecer el apoyo técnico y humano de los SGIker (UPV/EHU, 
MINECO, GV/EJ, FEDER y FSE). 
Agradecer también a los doctores Fernando Unda, Guillermo Quindós y Javier Meana 
por permitirme utilizar sus equipamientos siempre que lo he necesitado. 
 
Y por supuesto, como hay vida fuera de este pequeño laboratorio de la uni, agradecer 
a todos aquellos que me habéis ayudado de forma directa o indirecta en el día a día. 
Sin vuestro apoyo y ánimos está experiencia se me hubiera hecho demasiado cuesta 
arriba. 
 
En primer lugar, Eskerrik asko Txikitin!! He puesto a prueba tu paciencia durante estos 
años y sin duda has aprobado y con creces. Gracias por estar allí, por aguantar mis 
cruces de claves, mis lloros y mis histerias repentinas. Sé que está última temporada 
he estado un poco insufrible pero tu no has dejado de animarme con tu sonrisa de 
pillo. Han sido años bonitos e intensos y espero que sean muchísimos más. Te podría 
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pasado de ser mis pequeñas saltamontes a mis jóvenes castoras, y no os preocupéis 
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era un camino fácil pero me enseñasteís a no rendirme y si estoy hoy aquí es por 
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El cáncer oral (CO) constituye un importante problema de salud, ocupando el puesto 
11 dentro de los cánceres más comunes a nivel mundial con una tasa de mortalidad 
superior al 50% (Warnakulasuriya, 2009; Sankaranarayanan, 2015). Existe una 
variación geográfica en la incidencia del cáncer oral, mostrando la Comunidad 
Autónoma del País Vasco (CAPV) una elevada incidencia si se compara con otras 
regiones de España y Europa (Izarzugaza et al., 2001; Warnakulasuriya, 2009; 
Izarzugaza et al., 2010; Sankaranarayanan, 2015).  
El CO tiene una particularidad que lo hace especial, ya que en el 20% de las ocasiones 
viene precedido por otros procesos de la mucosa oral, que genéricamente se conocen 
como “trastornos orales potencialmente malignos”, entre los que destacan la 
leucoplasia oral y la enfermedad liquenoide oral (ELO) (Mignogna et al., 2007; Aguirre 
Urizar, 2008; van der Waal, 2009). 
Clásicamente se ha considerado a la ELO como un proceso inflamatorio crónico de 
base inmunológica y origen probablemente autoinmune, que aparece hasta en el 2% 
de la población y afecta principalmente a las mujeres perimenopáusicas, y precisando 
para su diagnostico de datos clínicos e histopatológicos (Scully & Carrozzo, 2008; 
Cortes-Ramirez et al., 2009; van der Waal, 2009). Actualmente, la ELO es el estado 
precanceroso oral mas frecuente en nuestro medio, no obstante no existen todavía 
datos fiables que permitan predecir el riesgo de malignización y poder establecer 
medidas preventivas efectivas para evitarlo (van der Meij & van der Waal, 2003; 
Gonzalez-Moles et al., 2008). 
La carcinogénesis oral es un proceso multietapa caracterizado por la acumulación de 
alteraciones genéticas y epigenéticas que provocan una progresiva transformación 
maligna de las células normales (Warnakulasuriya, 2009). Por ello, gran parte de la 
actividad investigadora va encaminada a la identificación de alteraciones moleculares 
asociadas al desarrollo del cáncer con el fin de identificar biomarcadores útiles en la 
detección precoz de la enfermedad. En este sentido, se ha puesto de manifiesto el 
potencial de algunos marcadores epigenéticos como la metilación del DNA, la 
modificación de las histonas o la expresión del RNA no-codificante, en el diagnóstico, la 
terapéutica y el pronóstico del cáncer oral (Gasche & Goel, 2012). 
Los microRNAs son moléculas de RNA no codificante que regulan la expresión génica 
de forma post-transcripcional. Se unen de manera parcialmente complementaria a la 
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región 3´del RNA mensajero provocando la represión transcripcional o la degradación 
directa del mRNA (Filipowicz et al., 2008; Bartel, 2009). Se estima que los cerca de 
2000 microRNAs descritos, son capaces de regular la expresión del 60% de los genes 
humanos y a su vez, de regular procesos biológicos como el crecimiento, la 
diferenciación y la muerte celular (Kozomara & Griffiths-Jones, 2014). De esta forma se 
han constatado que los microRNAs juegan un papel importante en el cáncer, pudiendo 
actuar como oncogenes o como genes supresores (Kent & Mendell, 2006).  
El análisis de los perfiles de expresión de los microRNAs es particularmente interesante  
desde el punto de vista diagnóstico, debido a que pueden ser fácilmente estudiados 
tanto en tejidos clínicamente accesibles como en fluidos biológicos (saliva o sangre) 
(Brase et al., 2010). Actualmente se considera que el estudio de los perfiles de 
expresión  de  los  microRNAs en  el  cáncer  representa  una  metodología  importante  
tanto  como marcador molecular sensible para definir estados de riesgo, como para 
realizar un diagnóstico temprano, la clasificación de los tumores, la predicción de la 
respuesta al tratamiento y el diseño de nuevas estrategias terapéuticas (Blenkiron et 
al., 2007; Barbarotto et al., 2008). 
La necesidad y el interés de establecer técnicas fiables para la caracterización de los 
trastornos orales potencialmente malignos y del cáncer oral se justifican por la 
existencia de unas tasas elevadas  de estos trastornos en nuestro medio. 
Por ello, el estudio de las alteraciones en la expresión de los microRNAs en los grupos 
de riesgo de desarrollar un cáncer oral, como son los pacientes diagnosticados de ELO, 
tiene un gran interés. Con estos hallazgos podremos instaurar un protocolo preventivo 
y una terapeútica mejor, menos cruenta y más efectiva, que mejore las cifras de 
mortalidad y morbilidad de esta patología neoplásica maligna. 








































































El cáncer oral es el resultado de la acumulación de diferentes alteraciones genéticas y 
epigenéticas (carcinogénesis oral), que en algunas ocasiones se producen desde 
trastornos orales potencialmente malignos como la enfermedad liquenoide oral. 
Dentro de estas alteraciones, podrían tener una gran importancia las que están 
relacionadas con la expresión del RNA no codificante. 
 El estudio de los perfiles de expresión de los microRNAs nos puede permitir 
comprender mejor los procesos involucrados en la transformación maligna de estos 
trastornos e incluso predecir su posible aparición. 
Nuestra hipótesis de partida es que existe un  perfil de expresión de microRNAs 
específico para la enfermedad liquenoide oral cuya identificación nos puede permitir 




El objetivo principal de este estudio es determinar los perfiles de expresión de los 
microRNAs en muestras de la enfermedad liquenoide oral y compararlas con las del 
carcinoma oral de células escamosas.  
Para abordar este objetivo, se proponen los siguientes objetivos específicos: 
1. Identificar los perfiles de expresión aberrantes de microRNAs presentes en la 
enfermedad liquenoide oral. 
2. Identificar los perfiles de expresión aberrantes de microRNAs presentes en el 
carcinoma oral de células escamosas. 
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3. Seleccionar y validar los microRNAs que aparezcan alterados en la enfermedad 
liquenoide oral y el carcinoma oral de células escamosas. 
4. Identificar los procesos biológicos en los que están implicados los microRNAs 


















































































































4.1. Cáncer oral 
Más del 90% del cáncer oral corresponde al carcinoma oral de células escamosas 
(Scully & Bagan, 2009; Poh et al., 2011). 
 
4.1.1. Aspectos generales 
El cáncer oral (CO) ocupa la posición 11 en el conjunto global de los cánceres en el 
mundo, aunque su incidencia es muy variada de acuerdo a la región geográfica en que 
se analice (Sankaranarayanan, 2015). Los tumores malignos de la cavidad oral suponen 
un 4% del total de tumores malignos del organismo, del cual el 90% corresponden a 
carcinoma oral de células escamosas (COCE) (Scully & Bagan, 2009; Poh et al., 2011). 
 A nivel mundial presenta una incidencia anual de 300.000 nuevos casos, y 145.000 
muertes en el año 2012 (Bray et al., 2013; Ferlay et al., 2013). Dos terceras partes de 
los casos se dan en los países en vías de desarrollo, con un mayor porcentaje en los 
países del sur de Asia (Sri Lanka, India, Pakistán y Bangladesh) (Ferlay et al., 2013). En 
Europa  el cáncer oral ocupa la séptima posición entre los tipos de cáncer más 
comunes, con una incidencia  de 42.573 hombres diagnosticados frente a 18.843 
mujeres en el año 2012 (Ferlay et al., 2013; Sankaranarayanan, 2015). 
Los países del sur de Europa, entre los que se encuentra España, presentan una 
incidencia de nivel intermedio o alto, comparándolo con el resto del continente (Ferlay 
et al., 2013; Sankaranarayanan, 2015). Para España, se estima una incidencia media de 
2,2 casos por 100.000 habitantes para los hombres y de 1,4 casos por 100.000 
habitantes para las mujeres (Sociedad Española de Oncología Médica).  En la 
Comunidad Autónoma del País Vasco (CAPV)  la cifra de cáncer oral en la población 
masculina es mayor a la media española (22,6 por 100.000 en hombres), 
constituyendo una de las zonas con mayor incidencia a nivel europeo (Lopez de 
Munain et al., 2014). Además, destaca la presencia de un incremento en la cifra de 
cáncer oral en las mujeres en los últimos años (7,2 por 100.000 mujeres) (Lopez de 
Munain et al., 2014).  
La edad de los pacientes que sufren un COCE se sitúa entre los 50 y 70 años en la 
mayor parte de los casos. La observación en pacientes menores de 30 años es 
excepcional, sin embargo, se ha observado un incremento en la aparición en mujeres 
jóvenes, en las que no parece estar relacionado con el hábito tabáquico (Bagán, 2010). 
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4.1.2. Aspectos etiopatogénicos 
La carcinogénesis oral es un proceso multifactorial en el que están involucrados 
distintos agentes ambientales y genéticos que constituye una modificación de la 
homeostasis celular por la acumulación de alteraciones genéticas y epigenéticas que 
afectan a la reparación del ADN y al ciclo celular (Califano et al., 1996; Ha & Califano, 
2003; Warnakulasuriya, 2009). 
Los factores de riesgo más importantes para el desarrollo de un COCE son el tabaco y 
el alcohol, estimándose que más del 70% de los pacientes con un CO presentan una 
historia previa de consumo del alcohol y tabaco (Ortholan et al., 2009). Recientemente 
la infección por el virus del papiloma humano se ha valorado como un factor de riesgo 
para el cáncer oral ( Kingma et al., 2010; Hocking et al., 2011) , en el mismo sentido 
que otros factores como la presencia de levaduras del género Cándida (Krogh et al., 
1987; Gainza-Cirauqui et al., 2013). 
Los procesos infecciosos e inflamatorios crónicos pueden tener un papel importante 
en el desarrollo del COCE (Bergmann et al., 2011). La inflamación crónica causaría daño 
genético e induciría la proliferación tisular (Schottenfeld & Beebe-Dimmer, 2006). El 
aumento de citoquinas y de los factores de crecimiento promovería o facilitaría la 
carcinogénesis oral, y se produciría daño oxidativo en el ADN  (Mignogna et al., 2004;  
Schottenfeld & Beebe-Dimmer, 2006; Chuang et al., 2012). 
Se ha visto que muchos canceres se originan en zonas que han sufrido inflamaciones 
crónicas debido a agentes infecciosos como el caso del cáncer gástrico y el 
Helicobacter pylori, el cáncer de cérvix y el HPV, el hepatocarcinoma y la hepatitis C 
(Bergmann et al., 2011 Chuang et al., 2012). La higiene oral y el estado de los dientes 
podrían ser considerados como otros factores de riesgo, ya que se ha observado que 
los pacientes con cáncer oral presentan muy mala higiene oral y los dientes en muy 
mal estado (Scully & Bagan, 2009). La dieta también se ha visto que esta implicada en 
el desarrollo de un cáncer oral ya que se ha observado su asociación con una baja 
ingesta de frutas y  de verduras (Scully & Bagan, 2009). 
 
 4.1.3. Aspectos clínicos 
Clinicamente, los individuos que presentan un carcinoma oral de células escamosas 
inicial no suelen presentar síntomas pero si signos, siendo los más habituales la 
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presencia de lesiones rojas, rojas–blancas o blancas (Figura 4.1). Sin embargo, en 
etapas avanzadas la mayoría de los pacientes presentan también síntomas como dolor, 
dificultad para hablar, pérdida de peso, ulceración, tumefacción, etc. (Barnes et al., 
2005). 
En cuanto a la localización, los tumores pueden presentarse en cualquier parte de la 
cavidad oral, siendo los sitios más comunes en nuestro medio la lengua (25%), el labio 
(24%), la orofaringe (19%), el suelo de la boca (10%) y la encía (3%) (Izarzugaza et al., 
2001; Martinez-Conde et al., 2001). Tanto en los hombres como en las mujeres la 
localización intraoral más frecuente es la lengua (Izarzugaza et al., 2001; Martinez-
Conde et al., 2001). 
Se ha demostrado que de un 10 a un 35% de los pacientes con un COCE desarrollan un 
segundo tumor maligno en el tracto aerodigestivo superior (van Oijen & Slootweg, 
2000). 
 
Figura 4.1. Lesión tumoral roja y blanca en el lateral de la lengua. 
 
 4.1.4. Aspectos histopatológicos 
La histopatología del COCE se caracteriza por la proliferación de nidos, cordones o 
islotes neoplásicos que recuerdan en mayor o menor grado el epitelio escamoso de 
donde derivan y que penetran en el tejido conectivo (Figura 4.2 y 4.3). (Bagán, 2010). 
Se han propuesto diversas clasificaciones, siendo la más aceptada la de la OMS que los 
divide en tres grados de malignidad: 
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Bien diferenciados: Histológicamente presentan una gran semejanza con las células 
epiteliales, abundante formación de queratina en forma de perlas córneas o 
queratinización celular individual. La atipia celular es mínima al igual que la mitosis. Se 
observa un infiltrado inflamatorio crónico peritumoral bastante marcado, formado por 
linfocitos y células plasmáticas (Figura 4.2). 
Moderadamente diferenciados: Histológicamente presentan menor semejanza con las 
células epiteliales y el grado de atipia  nuclear y la mitosis es mayor. Existe una  
notable disminución de las perlas córneas y la queratinización individual. 
Poco diferenciados: Histológicamente poca similitud con las células epiteliales. Existe 
gran pleomorfismo nuclear y un elevado número de mitosis (Figura 4.3) 
 
 





Figura 4.3. Aspecto histopatológico de un carcinoma oral de células escamosas  indiferenciado. 
 
4.1.5. Aspectos terapéuticos y pronósticos 
Tanto el tratamiento como la supervivencia del cáncer oral, van a depender de la 
realización de un adecuado diagnóstico, de la localización del tumor primario y de la 
extensión clínica (Barnes et al., 2005). La afectación de los ganglios linfáticos 
cervicofaciales es un elemento crucial  en la terapéutica y el pronóstico de este cáncer. 
El tratamiento más habitual incluye la cirugía y/o la radioterapia. El tratamiento con 
quimioterapia se considera un tratamiento paliativo más que curativo primario. En 
general, el cáncer oral mantiene todavía un pronóstico general negativo, ya que la 
supervivencia media a los 5 años no supera el 50%, manteniendo altas tasas de 
mortalidad y morbilidad (Brandwein-Gensler et al., 2005; Layland et al., 2005). 
 
4.2. Trastornos orales potencialmente malignos 
La OMS define a una lesión precancerosa como un tejido de morfología alterada, más 
propenso a cancerizarse que el tejido equivalente de apariencia normal 
(Warnakulasuriya et al., 2007). 
Suele mostrar las siguientes condiciones: 
- Estas áreas de tejido que muestran ciertas alteraciones identificadas como       
precancerosas, malignizan a lo largo de su seguimento. 
- Algunas de estas alteraciones, particularmente las lesiones blancas y rojas, coexisten 
en los márgenes del carcinoma oral de células escamosas. 
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- Una proporción de la lesión debe de compartir cambios morfológicos y citológicos 
como los observados en epitelios que muestran signos de malignidad pero no de 
invasión. 
- Algunas de las alteraciones cromosómicas, genómicas y moleculares que se 
encuentran en los cánceres orales invasivos son detectadas en estas fases 
presuntamente precancerosas o premalignas.  
Desde el año 1978 la OMS clasificaba al precáncer oral como lesiones o condiciones 
precancerosas. Se clasificaban como lesiones a los tejidos morfológicamente alterados 
donde es más posible que aparezca un cáncer oral que en la mucosa aparentemente 
normal, mientras que una condición precancerosa sería un estado general asociado a 
un incremento significativo del riesgo para padecer cáncer (Warnakulasuriya et al., 
2007). 
Se consideran lesiones precancerosas orales a la leucoplasia y la eritroplasia y como 
procesos precancerosos a la queilitis actínica, el lupus eritematoso y el liquen plano 
(Warnakulasuriya et al., 2007). 
 Desde la Reunión del Consenso de Londres del año 2005 se ha recomendado 
abandonar esta distinción entre lesiones y condiciones y emplear para todos estos 
procesos el término “trastornos orales potencialmente malignos (TOPM)” 
(Warnakulasuriya, Johnson, & van der Waal, 2007; van der Waal, 2009) ya que no 
todas las lesiones que engloba este término se van a transformar en cáncer y algunas 
de ellas tienen un mayor potencial de malignización. Además los trastornos orales 
potencialmente malignos de la mucosa oral son indicadores de riesgo a sufrir futuras 
malignizaciones en otra zona de la mucosa oral con una apariencia clínica normal 
(Warnakulasuriya, Johnson, & van der Waal, 2007; van der Waal, 2009). 
La lesión precancerosa oral que antecede de manera más común al COCE es la 
leucoplasia oral. La leucoplasia oral es una lesión común que se observa entre el 2 y el 
3,5% de la población general occidental, siendo más frecuente en las personas adultas 
entre los 50 y 60 años y entre los hombres (Warnakulasuriya, Johnson, & van der Waal, 
2007; van der Waal, 2009). El índice general de transformación maligna de una 
leucoplasia se sitúa entre el 5 y el 20% de los casos, aunque las cifras varían 
ampliamente en la literatura (Bagan Sebastian et al. 1995). 
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La enfermedad liquenoide oral (ELO) es sinónimo del liquen plano oral (LPO) y se 
presenta hasta en el 2% de la población, con predilección por el sexo femenino, 
principalmente en edad perimenopaúsica (Aguirre Urizar, 2008; Cortes-Ramirez et al., 
2009), muestra un riesgo de malignización más bajo que varía de 0,4% a 6,5% 
(Lanfranchi-Tizeira et al., 2003; Eisen et al., 2005; Lodi et al., 2005) y es el trastorno 
oral potencialmente maligno más frecuente en nuestro medio. 
4.2.1. Enfermedad liquenoide oral 
Clásicamente, se ha considerado como liquen plano oral (LPO) a un trastorno oral 
potencialmente maligno de carácter inflamatorio crónico y origen probablemente 
autoinmune; que aparece hasta en el 2% de la población, y afecta principalmente a las  
mujeres perimenopáusicas (Chainani-Wu et al., 2001; Al-Hashimi et al., 2007; van der 
Waal, 2009).   
En el año 2008 el Profesor Aguirre (Aguirre Urizar, 2008) propuso una nueva 
nomenclatura y clasificación para los procesos orales que presentaban pápulas blancas 
reticulares en la mucosa oral, agrupándolos bajo la denominación de “enfermedad 
liquenoide oral” (Aguirre Urizar, 2008). Esta enfermedad incluye a distintos trastornos 
mucosos orales de base inmunológica que muestran características clínicas e 
histopatológicas similares pero que tienen una distinta etiología y, lo que es más 
importante un variable riesgo de trasformación maligna (Aguirre Urizar, 2008; van der 
Meij & van der Waal, 2007). Los principales subtipos de la ELO son el liquen plano oral 
(LPO) y la lesión liquenoide oral (LLO) (Aguirre Urizar, 2008). 
 
 




La lesión clínica característica de todos estos procesos es la pápula blanca lineal, con 
un patrón reticular y generalmente asintomática (Figura 4.4). No obstante, cuando se 
acompaña de lesiones atróficas y erosivas suele ser sintomática (Lodi et al., 2005). Las 
lesiones suelen presentar un patrón bilateral y simétrico, característico en los casos 
típicos de LPO y que no aparece en los casos de LLO (Chainani-Wu et al., 2001) (Figura 
4.5). 
 
  Figura 4.5. Lesiones papulares y erosivas bilaterales en un paciente con LPO.. 
 
La etiología de estos procesos es desconocida, aunque existe un acuerdo general en 
considerarlos inmunológicos. Los linfocitos T CD8 citotóxicos y los T CD4 facilitadores 
se acumularían en la lámina propia y en la submucosa superficial, tras ser activados 
por diferentes mecanismos y producirían degeneración basal y apoptosis celular 
(Sugerman et al., 2002; Lodi et al., 2005; Mignogna et al., 2006; Roopashree et al., 
2010). 
Los procesos que no cumplen los requisitos clínicos típicos, denominados lesiones 
liquenoides orales (LLO), suelen adoptar un patrón unilateral y/o asimétrico (van der 
Meij & van der Waal, 2003; Aguirre Urizar, 2008; Cortes-Ramirez et al., 2009). Estas 
lesiones pueden ser reactivas cuando existe una causa reconocible (p. ej. amalgama de 
plata, fármacos), o idiopáticas cuando no se identifica ningún factor causante (Aguirre 
Urizar, 2008). El diagnóstico es clinicopatológico y el tratamiento de la ELO es 
sintomático con antiinflamatorios y está indicado en los pacientes que presentan 
lesiones atróficas, erosivas y ulcerativas. Los fármacos más utilizados son los 
inmunosupresores e inmunomoduladores locales y sistémicos, preferentemente los 
corticoides (Lodi et al., 2005; Al-Hashimi et al., 2007;  Carbone et al., 2009). El dato 
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más importante de estos procesos es su posible transformación maligna en un 
carcinoma oral de células escamosas, aunque es un aspecto controvertido desde hace 
mucho tiempo (Eisen, 2002; Mattsson et al., 2002; Lanfranchi-Tizeira, Aguas, & Sano, 
2003; Gandolfo et al., 2004; van der Meij et al., 2007). En los últimos años las LLO han 
sido objeto de un interés especial, ya que parecen presentar un mayor riesgo de 
transformación maligna que el LPO clásico (van der Meij, Mast, & van der Waal, 2003). 
4.2.1.1. ELO. Aspectos etiopatogénicos 
En la actualidad, se considera que se trata de un complejo proceso inmunológico 
multifactorial, con factores genéticos, psicológicos, infecciosos, etc., que podrían 
actuar como agentes causales o precipitantes (Eisen, 2002; Lodi et al., 2005). En esta 
enfermedad los linfocitos T CD8 citotóxicos serían atraídos y activados por uno o más 
antígenos (aún desconocidos) asociados al complejo mayor de histocompatibilidad de 
clase I (CMH-I), expresados por los queratinocitos. Los linfocitos T CD4 colaboradores, 
a su vez serían atraídos y activados por el complejo de histocompatibilidad de clase II 
(CMH-II) asociado a las células de Langerhans y/o a los queratinocitos (Lodi et al., 
2005; Roopashree et al., 2010). También participan diferentes citoquinas (IL-2, IL-12), 
el interferón gamma (IFN-γ) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). Algunos 
polimorfismos de estas citoquinas se han relacionado con una mayor susceptibilidad a 
la enfermedad (Carrozzo et al., 2004; Kimkong et al., 2012). El TNF-α secretado por los 
linfocitos CD8 y por los mastocitos, provocaría apoptosis de los queratinocitos y 
estimularía la sobreexpresión de moléculas de adhesión por las células endoteliales del 
plexo vascular subepitelial, que participarían también en el proceso inflamatorio (Lodi 
et al., 2005; Kimkong et al., 2011; Kimkong et al., 2012). Probablemente, estos 
procesos sean el resultado de la implicación de diferentes antígenos que pueden ser 
extrínsecos o intrínsecos (Roopashree et al., 2010). Solo en una minoría de pacientes, 
se puede identificar factores precipitantes, como la presencia de restauraciones de 
amalgama de plata o la toma de fármacos, como antiinflamatorios no esteriodeos o 
inhibidores de la conversión de angiotensina, o por estrés, etc. (Scully et al., 2000). 
Se cree que existen dos vías productoras del daño tisular (Sugerman et al., 2002; 
Mignogna et al., 2004). La primera a través de un antígeno específico, donde los 
queratinocitos basales y las células de Langerhans presentarían antígenos asociados a 
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CMH-I y II que estimularían a los linfocitos CD8 a secretar TNF-α y a los linfocitos CD4 a 
secretar IL-2 e INF-γ, que producirían un daño continuo en los queratinocitos 
(Sugerman et al., 2002; Mignogna et al., 2004; Lodi et al., 2005). La segunda a través 
de mecanismos no específicos, que provocarían degranulación de los mastocitos y 
posterior activación de las métaloproteinasas (MMP), que degradarían la matriz 
extracelular y la membrana basal (Walsh, 2003; Mignogna et al., 2004; Sharma et al., 
2011) . Se ha observado que más del 60% de los mastocitos presentes están 
degranulados en comparación con la mucosa no afectada (Lodi et al., 2005; Juneja et 
al., 2006). La degranulación mastocitaria es una fuente importante de quimasa y 
triptasa, y de proteasas activadoras de las MMP 1, 3 y 9 (Walsh, 2003). Además, 
algunos mediadores liberados por los mastocitos participarían en la migración de 
linfocitos a través del epitelio (Lodi et al., 2005). El TNF-α estimularía la sobreexpresión 
de ciertas moléculas (CD62E, CD54, CD106), necesarias para la adhesión de los 
linfocitos a la pared vascular y su posterior extravasación (Walsh, 2003). La quimasa y 
la triptasa activarían la MMP 9 derivada de los linfocitos T, provocando daño en el 
colágeno IV y en la membrana basal (Walsh, 2003; Lodi et al., 2005; Roopashree et al., 
2010). También se ha observado que los linfocitos T secretarían la citoquina RANTES 
(regulated on activation, normal T cell expressed and secreted), que es la encargada de 
atraer a los mastocitos y de estimular su degranulación, lo que provocaría la atracción 
y activación de los linfocitos T, que además de provocar apoptosis de los 
queratinocitos, segregarían más citoquinas RANTES (Roopashree et al., 2010; Sharma 
et al., 2011). 
En la ELO se produciría apoptosis de los queratinocitos mediante 3 posibles 
mecanismos (Sugerman et al., 2002; Roopashree et al., 2010):  
1) Por el TNF-α secretado que se uniría al receptor R1 del TNF-α en la superficie de los 
queratinocitos. 
2) Por la unión entre CD95L (Fas ligando) expresado por células T y el CD95 (Fas) 
expresado por los queratinocitos. 
3) Por la entrada en los queratinocitos de granzima B por poros creados por perforina 
(Roopashree et al., 2010). 
Todos estos mecanismos desencadenarían finalmente la cascada enzimática de las 
caspasas y la apoptosis (Sugerman et al., 2002). 
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Se han descritos diferentes mecanismos para justificar la cronicidad de estas lesiones, 
entre los que cabe destacar la actuación de las citoquinas RANTES y las diferencias en 
las células de Langerhans de la mucosa oral, que tendrían una mayor capacidad de 
estimular a los linfocitos T que las de la piel (Hasseus et al., 1999; Hasseus et al., 2004). 
Además, se ha descrito una mayor supervivencia de los linfocitos (Hasseus et al., 2004; 
Bascones-Ilundain et al., 2006), la cual se ha relacionado con un aumento de la 
proteína osteopontina (Liu et al., 2011). 
4.2.1.2. ELO. Aspectos clínicos 
Esta enfermedad afecta principalmente a las mujeres entre la quinta y sexta décadas 
de la vida (Eisen, 2002; Mattsson, Jontell, & Holmstrup, 2002; Gandolfo et al., 2004; 
Aguirre Urizar, 2008; Carbone et al., 2009; Bermejo-Fenoll et al., 2010), y para ser 
diagnosticada, debe presentar las típicas pápulas lineales blancas.  
En general, se consideran dos principales formas clínicas en esta enfermedad: la 
reticular, con pápulas blancas, y la erosivo-ulcerativa con ulceraciones. No obstante, se 
han descrito otras presentaciones: en placa, atrófica y ampollar (Al-Hashimi et al., 
2007).  
A la forma reticular típica con pápulas blancas lineales formando un encaje blanco 
(estrías de Wickham), se le ha denominado “liquen reticular”. Estas lesiones papulares 
representan el dato clínico fundamental e imprescindible para poder hacer el 
diagnóstico de ELO, sea del tipo que sea (van der Meij & van der Waal, 2003; Aguirre 
Urizar, 2008). La característica de las lesiones papulares puede no ser evidente en 
algunos lugares, como el dorso de la lengua, donde son comunes las placas atróficas. 
La forma reticular generalmente no causa síntomas o una ligera sensación de tirantez, 
y en muchos casos, puede pasar desapercibida, siendo detectada de manera casual 
(Schlosser, 2010). La forma erosiva-ulcerativa (Figura 4.6) es menos común, pero es 
más importante para los pacientes, ya que por lo general es sintomática. Los síntomas 
son variables y van desde una incomodidad ligera hasta un intenso dolor. Se reconocen 
ulceraciones irregulares, preferentemente en aquellas áreas sometidas a traumatismos 





Figura 4.6. Lesiones papulares, atróficas y erosivo-ulcerativas en paladar. 
 
El patrón habitual de afectación clínica es bilateral y simétrico en los casos típicos 
(LPO) (Chainani-Wu et al., 2001). En el caso de las LLOs si la causa es una restauración 
de amalgama suele estar en relación topográfica directa con la misma (Cobos-Fuentes 
et al., 2009), y en la mayoría de los casos las lesiones no suelen ser bilaterales ni 
simétricas. No obstante, las LLOs pueden mostrar características similares al LPO, por 
lo que se hace imprescindible realizar un examen clínico e histopatológico minucioso 
en todos los casos (Thornhill et al., 2006) (Figura 4.7). 
 
Figura 4.7. Lesión liquenoide unilateral. 
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Los pacientes con ELO pueden presentar lesiones extraorales: vulvo-vaginales (25%) o 
cutáneas (15%) (Eisen, 2002). Estos casos constituirían las variantes de liquen plano 
mucoso y muco-cutáneo (Aguirre Urizar, 2008). 
Las lesiones en la piel aparecen como pápulas de color púrpura, poligonal, pruriginoso, 
por lo general, en las extremidades. Otros lugares de afectación extraoral son las uñas, 
el cuero cabelludo, el glande y la mucosa esofágica (Eisen, 2002). También se han 
descrito casos aislados de afectación ocular, urinaria, nasal, laríngea, gástrica y anal 
(Evans et al., 2000; Scully & Carrozzo, 2008). 
Se debe realizar siempre un diagnóstico diferencial exhaustivo ante un caso de ELO, en 
primer lugar con el carcinoma oral de células escamosas. También debe diferenciarse 
del lupus eritematoso discoide, de la leucoplasia, del penfigoide mucoso, de lesiones 
de mordisqueo, eritema multiforme, etc. Las formas múltiples con áreas en placa 
pueden parecer áreas de leucoplasia, y deben diferenciarse de un modo especial de la 
leucoplasia multifocal proliferativa (Scully & Carrozzo, 2008). 
La ELO es un proceso crónico y dinámico, con modificaciones de su aspecto clínico, por 
lo que debe ser valorada periódicamente utilizando escalas que analicen su evolución y 
la respuesta al tratamiento (Lopez-Jornet & Camacho-Alonso, 2010). 
Un aspecto muy interesante de estos procesos es su asociación a otras enfermedades 
sistémicas, como la infección por el virus de la hepatitis C (VHC) (Carrozzo & Gandolfo, 
2003). Se considera que los linfocitos T específicos para la hepatitis C pueden tener un 
papel en la patogénesis de algunos casos de LPO (Carrozzo & Gandolfo, 2003). Los 
pacientes con LPO presentan cinco veces más riesgo de estar infectados por VHC que 
los controles sanos (Lodi et al., 2010). La asociación con el antígeno de 
histocompatibilidad de clase II-DR6 podría explicar en parte la peculiar heterogeneidad 
geográfica de esta asociación (Carrozzo et al., 2005). 
4.2.1.3. ELO. Aspectos histopatológicos 
En el diagnóstico de estos procesos es fundamental unir los aspectos clínicos y los 
histopatológicos, tanto para confirmar la sospecha clínica como para excluir la 
existencia de displasia epitelial o de otro proceso similar, incluido el cáncer. Sin 
embargo, se ha demostrado que la evaluación histológica puede ser muy subjetiva 
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(van der Meij et al., 1999) y que aproximadamente en la mitad de los casos la 
correlación clínico patológica suele ser pobre (van der Meij & van der Waal, 2003). 
El LPO clásico (LPO típico) se caracteriza histopatológicamente por la presencia de 
degeneración hidrópica de las células de la capa basal y un infiltrado inflamatorio 
crónico en la lámina propia de disposición “en banda”, constituido principalmente por 
linfocitos T (van der Meij & van der Waal, 2003; Aguirre Urizar, 2008). No obstante, el 
aspecto histológico no es patognomónico y se puede observar en otros procesos 
mucosos, como el penfigoide mucoso, el lupus eritematoso discoide, etc. (Thornhill et 
al., 2006). 
 
Figura 4.8. Infiltración inflamatoria linfocitaria en el corion y degeneración basal. 
 
En 2003, van der Meij y van der Waal (van der Meij & van der Waal, 2003) señalaban 
una serie de criterios clínicos e histopatológicos para diferenciar el LPO y las LLO. 
Consideran como LLO a todas las lesiones que no cumplen los “criterios típicos” de 
LPO, a las que denominan “compatibles”. Algunos autores (Thornhill et al., 2006; 
Cobos-Fuentes et al., 2009;  Schlosser, 2010) señalan que es casi imposible diferenciar 
histológicamente el LPO y LLO. No obstante, existirían algunos datos sugestivos de LLO, 
como la presencia de un infiltrado inflamatorio más profundo, o la existencia de 
inflamación perivascular con abundancia de células plasmáticas y neutrófilos (van den 
Haute et al., 1989; Thornhill et al., 2006). 
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En algunos casos, puede ser útil realizar inmunofluorescencia directa, que muestra un 
patrón lineal o globular de depósito de fibrinógeno en la membrana basal (Helander & 
Rogers, 1994). 
Todas las biopsias de ELO que presenten datos histopatológicos de displasia epitelial 
en el momento del diagnóstico, deben tener una consideración diferente (Cortes-
Ramirez et al., 2009). Deben excluirse el equívoco término de “displasia liquenoide” 
del diagnóstico histopatológico de ELO y de cualquier trastorno oral potencialmente 
maligno (van der Meij & van der Waal, 2003). 
4.2.1.4 ELO. Aspectos terapéuticos y pronósticos 
Todavía no existe un tratamiento curativo para la ELO y en la actualidad únicamente 
disponemos de tratamiento paliativos.  
El tratamiento está indicado en las lesiones sintomáticas, atróficas, erosivas y/o 
ulcerativas. 
Aunque se han utilizado diversos tratamientos, los más útiles son los agentes 
inmunosupresores o inmunomoduladores, tanto locales como sistémicos ( Lodi et al., 
2005; Al-Hashimi et al., 2007; Scully & Carrozzo, 2008). Los fármacos más utilizados 
son los corticoides tópicos de media potencia, como la fluocinolona o la triamcinolona, 
o bien, en los casos más graves y recalcitrantes, los de alta potencia, como el 
clobetasol (Thongprasom et al., 2003; Aguirre et al., 2004; Lodi et al., 2005; Al-Hashimi 
et al., 2007). Se señala (Lodi et al., 2005) que los corticoides sistémicos deberían 
reservarse para los brotes agudos y para los casos con lesiones muy extensas, ya que 
son más frecuentes los efectos adversos asociados. 
 La duración del tratamiento dependerá directamente de la efectividad de la terapia y 
de la evolución de las lesiones. Es común que una terapia mantenida con 
inmunosupresores se asocie a la aparición de candidiasis oral (Lodi et al., 2005; Al-
Hashimi et al., 2007). Por ello, en muchos casos hay que asociar a los corticoides un 
tratamiento antifúngico con nistatina o miconazol (Aguirre Urizar, 2002). 
La ELO es una enfermedad crónica que influye en la calidad de vida de los pacientes de 
una manera significativa, por lo que es importante dar apoyo psicológico, así como 
controlar los procesos sistémicos asociados y mantener una buena salud oral general 
(Farhi & Dupin, 2010; Lopez-Jornet & Camacho-Alonso, 2010). 
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4.2.1.5. Enfermedad liquenoide oral: Aspectos moleculares 
Existen numerosos trabajos que analizan las características moleculares de este 
desorden y sin embargo, aún no se ha llegado a un consenso. En la literatura nos 
encontramos con numerosos trabajos que investigan marcadores relacionados con el 
cáncer como las mutaciones de p53, inestabilidad de microsatelites o la metilación 
aberrante de los promotores, pero los resultados son contradictorios.  
A. Criterios inmunohistoquímicos 
La proteína p53 normal, actúa como supresora tumoral inhibiendo la proliferación y la 
transformación mediada por oncogenes. La inactivación de p53 es un evento frecuente 
en el COCE y está causada por mutaciones, presencia del virus del papiloma humano y 
otras alteraciones moleculares acaecidas en la ruta de p53 (Gasco & Crook, 2003). 
La mayoría de los estudios en relación con la expresión de p53, han encontrado una 
mayor sobreexpresión de p53 en la ELO que en mucosa normal (Meek, 2004; Chaiyarit 
et al., 2005; Gonzalez-Moles et al., 2008; Ebrahimi et al., 2011). 
La importancia de la sobreexpresión inmunohistoquímica de p53 como marcador de 
mutaciones fue discutida por Schifter  et al. (Schifter et al., 1998) que observaron que 
en algunos casos existía una sobreexpresión pero sin embargo no aparecían 
mutaciones en el gen.  
Debido a que la expresión de p53 se ha identificado como respuesta al daño sobre el 
ADN (Meek, 2004), algunos autores  (Sousa et al., 2009; Safadi et al., 2010)  señalan 
que la sobreexpresión de p53 en el ELO es indicativo del potencial premaligno de este 
trastorno. 
Otro marcador que se ha asociado con la malignización es el EGFR (Epidermal Growth 
Factor Receptor) cuya sobreexpresión podría indicar un riesgo precoz de 
carcinogénesis oral (Grandis & Tweardy, 1993). En relación a este marcador y la 
enfermedad liquenoide oral, existen datos contradictorios en cuanto a niveles de 
expresión. Por un lado, Cortés-Ramírez et al. (Cortes-Ramirez et al., 2014) observaron 
una sobreexpresión del marcador EGFR en las muestras de ELO en contraposición a los 
resultados de Ebrahimi et al. (Ebrahimi et al., 2008) quienes observaron una baja 





B. Criterios moleculares 
Está generalmente aceptada la idea de que la transformación de un tejido normal en 
un tejido maligno se produce por una acumulación de cambios genéticos en los 
oncogenes y en los genes supresores de tumores (Fearon & Vogelstein, 1990). La 
pérdida alélica, frecuente en determinados loci en diferentes tipos de cáncer humano, 
ha aportado pruebas sólidas sobre la existencia de varios genes supresores de tumores 
en cada cromosoma donde se detectó una deleción (Numasawa et al., 2005). Estudios 
citogenéticos y moleculares han identificado anomalías cromosómicas incluyendo la 
deleción parcial de loci específicos (Suzuki et al., 1995). En particular, se consideran 
para la identificación de premalignidad oral el análisis de los cromosomas 3p, 9p, 11q y 
17p (Gonzalez-Moles et al., 2012). En este sentido, Rosin et al. (Rosin et al., 2000) 
observaron que el riesgo relativo de malignización de las lesiones premalignas orales 
aumentaba 3,8 veces si éstas presentaban pérdida de heterozigosidad (LOH) en 3p y/o 
9p. Además, si las lesiones presentaban LOH adicionales en 4q, 8p, 11q o 17p el riesgo 
relativo de desarrollar un COCE aumentaba a 33 veces (Rosin et al., 2000). Sin 
embargo, la mayoría de los estudios indican que la perdida de heterozigosidad es un 
evento poco común en el liquen plano oral (Accurso et al., 2011; Zhang et al., 2012). 
No obstante, el grupo de Kim et al. (Kim et al., 2001) encontró que la perdida de 
heterozigosidad, en el cromosoma 9, era un evento usual en la enfermedad liquenoide 
oral (Kim et al., 2001). 
 En relación a los cambios de aneuploidia del ADN, Femiano et al. (Femiano & Scully, 
2005) y más tarde Hosni et al. (Hosni et al., 2010) encontraron cambios en algunas 
lesiones atróficas de ELO, sin embargo en el estudio llevado a cabo por Acha-Sagredo 
et al. (Acha-Sagredo et al., 2011) no se observaron diferencias estadísticamente 
significativas. En los últimos años se ha estudiado el efecto de la metilación en diversos 
genes extrayendo material genético de lesiones tumorales, lesiones premalignas o 
tejido subrogado. La metilación puede ser detectada tanto en tumores como en las 
lesiones premalignas e incluso en el tejido clínicamente e histológicamente sano, lo 
que sugiere que puede ocurrir en estadios tempranos en la carcinogénesis oral y que 
podría servir como biomarcador de esta enfermedad maligna (Ha & Califano, 2006). 
En relación con la presencia de alteraciones epigenéticas en la enfermedad liquenoide 
oral, hasta este momento han sido publicados muy pocos estudios en esta temática, 
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siendo los resultados inconsistentes (Ruesga et al., 2007; Gassling et al., 2013; Bediaga 
et al., 2014). Esta variabilidad en cuanto a los resultados puede deberse al reducido 
tamaño muestral empleado, a la selección "a priori" de los genes a analizar, o a los 
diversos criterios empleados para clasificar las lesiones (Ruesga et al., 2007; Dang et 
al., 2013). En la actualidad, gran parte de la actividad investigadora va encaminada a la 
identificación de alteraciones moleculares asociadas al desarrollo del cáncer con el fin 
de identificar biomarcadores útiles en la detección precoz de la enfermedad. En este 
sentido, se ha puesto de manifiesto el potencial de los microRNAs en el diagnostico, 
pronostico y uso terapéutico en el cáncer. 
 Los microRNAs son moléculas de RNA no codificantes que regulan la expresión génica 
de forma post-transcripcional. Se unen de manera parcialmente complementaria a la 
región 3´ del RNA mensajero provocando la represión transcripcional o la degradación 
directa del mRNA. Se estima que los cerca de 2000 microRNAs descritos son capaces 
de regular la expresión del 60% de los genes humanos. Están involucrados en procesos 
biológicos como el crecimiento, la diferenciación y la muerte celular (Miska, 2005; 
Filipowicz et al., 2008; Bartel, 2009; Kozomara & Griffiths-Jones, 2014).  
Se ha constatado que los microRNAs juegan un papel importante en el cáncer, 
pudiendo actuar como oncogenes o genes supresores (Kent & Mendell, 2006)  
 En relación al cáncer oral, algunos estudios (Calin & Croce, 2006; Volinia et al., 2006; 
Childs et al., 2009) han analizado los perfiles de expresión de microRNAs observando 
diferencias entre los tejidos tumorales y los normales, lo que sugiere que los 
microRNAs podrían tener utilidad en la detección precoz y el diagnóstico del cáncer y 
de los trastornos orales potencialmente malignos (Lu et al., 2005; Blenkiron et al., 
2007; Cervigne et al., 2009; Towle et al., 2013). 
 
4.3. MicroRNAs 
4.3.1. Aspectos generales 
En estos últimos años, el descubrimiento de unas pequeñas moléculas de RNA 
llamadas microRNAs ha atraído la atención en la investigación oncológica. 
 Los microRNA son moléculas de RNA monocatenario de unos 21 a 25 pares de bases 
de longitud que se transcriben pero que no se traducen a proteína, y que regulan la 
expresión génica de forma post-transcripcional. Los microRNAs se unen de manera 
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parcialmente complementaria a la región 3´ del RNA mensajero (mRNA) provocando la 
represión transcripcional o la degradación directa de este, aunque para activar la 
respuesta es necesaria la unión de varios de ellos, ya que la unión de uno solo no 
produce efectos significativos ( Filipowicz et al., 2008; Bartel, 2009). 
Un mRNA puede estar regulado por diferentes microRNAs y a su vez un único 
microRNA puede controlar la actividad de cientos de mRNA distintos. Los microRNAs 
se pueden encontrar como unidades transcripcionales individuales, clusters de 
distintos microRNAs, dentro de intrones de genes que codifican para proteínas e 
incluso otros pueden ser genes policistrónicos como los que forman partes del Hox 
cluster (grupo de genes relacionados que se encargan de regular la morfogénesis) 
(Bartel, 2004; Carthew & Sontheimer, 2009). 
 Estas pequeñas moléculas fueron inicialmente descubiertas en el nematodo 
Caenorhabditis elegans por el grupo de investigación de Victor Ambros en el año 1993 
(Bartel, 2004), quienes descubrieron que lin-4, un gen que estaba involucrado en la 
regulación del tiempo de desarrollo larval no codificaba para una proteína pero en 
cambio producía dos RNAs de distinto tamaño, uno de 22 nucleótidos (nt) y otro de 61. 
Observaron que la molécula de RNA más larga podía adoptar una conformación en 
steem loop y que era el precursor del más pequeño. Estos investigadores, a su vez, 
comprobaron que estos RNAs mostraban zonas anti-sentido complementarias a 
múltiples sitios de la zona 3´ UTR del gen lin-4. Por lo tanto, el RNA lin-4 fue el 
fundador de esta pequeña familia de reguladores génicos (Bartel, 2004), aunque no 
fue hasta el año 2001 cuando se acuñó por primera vez el termino “microRNA” en un 
conjunto de artículos publicados en Science (Bartel, 2004). 
Aunque durante mucho tiempo se creyó que los microRNAs eran exclusivos de los 
seres pluricelulares, desde hace unos pocos años se sabe que también se expresan en 
una gran variedad de especies unicelulares (Molnar et al., 2007; Zhao et al., 2007). Los 
microRNAs presentan un patrón de expresión dependiente del tipo celular y del tejido, 
y muchos de ellos se encuentran bien conservados, lo que nos da una idea de su origen 
antiguo (Molnar et al., 2007; Zhao et al., 2007).  
El conocimiento de los genes regulados por microRNAs va en aumento, 
considerándose en la actualidad que los mas de 2800 microRNAs descritos, son 
capaces de regular el 60% de los genes humanos (Kozomara & Griffiths-Jones, 2014). 
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4.3.2. Biogénesis y procesamiento 
Los genes que codifican para los microRNAs pueden estar localizados dentro de 
intrones que pueden codificar para proteínas, mirtrons, así como también en regiones 
intergénicas o exones. En el primer caso, la expresión de los microRNAs puede ir 
correlacionada con la regulación transcripcional de su gen hospedador mientras que 
en el segundo caso, la expresión de los microRNAs viene regulada de forma 
independiente a través de sus propios elementos reguladores (Bartel, 2004). 
El procesamiento de los microRNAs comienza en el núcleo y termina en el citoplasma 
celular, donde van a realizar su función. Los microRNAs se producen a partir de un 
microRNA precursor (pre-microRNA), que a su vez se forma a partir de un tránscrito de 
microRNA primario (pri-microRNA). Esto ocurre porque las secuencias de DNA que 
codifican para estos genes son mas largas que los microRNAs procesados maduros, ya 
que incluyen la región del microRNA y la región complementaria que permite su 
apareamiento (Bartel, 2004). 
Durante la transcripción de estas secuencias en el núcleo, se generan regiones capaces 
de formar horquillas que dan lugar a un RNA bicatenario primario largo o pri-
microRNA. Posteriormente, en el núcleo celular, una enzima de restricción, Drosha, y 
su co-factor DGCR8 (en los mamiferos) se encargan de cortar las bases de la horquilla 
formando estructuras cortas de aproximadamente 70 pares de bases en forma de 
tallo-lazo (stem-loop), los pre-microRNAs (Bartel, 2004). 
Los pre-microRNAs son transportados al citoplasma por la exportina 5, donde son 
tranformados en microRNAs maduros gracias a la acción de la endonucleasa Dicer, que 
los corta en dos moléculas complementarias de 20-25 pares de bases de longitud. Una 
de las hebras es seleccionada para funcionar como un microRNA maduro, la hebra guia 
o antisense, mientras que la otra, la hebra anti-guia o sense es degradada, aunque en 
algunas ocasiones las dos hebras pasan a ser microRNAs maduros (Figura 4.9) (Du & 
Zamore 2005; Jones-Rhoades et al., 2006; Bushati & Cohen 2007; Peters & Meister 




Figura 4.9. Biogénesis convencional de los microRNAs y funciones. Tomada de Gorenchtein et 
al., 2012. 
A su vez, la enzima Dicer también se encarga de iniciar la formación del complejo RISC 
(RNA-induced silencing complex), que es la maquinaria catalítica responsable del 
silenciamiento de genes, ya que los microRNAs se emparejarían de acuerdo con su 
secuencia con la molécula de mRNA diana complementaria, y en la mayoría de los 
casos provocaría la inhibición de la traducción de dicho mRNA (Filipowicz et al., 2008). 
Al complejo RiSC cuando actúa con microRNAs, se le conoce como miRiSC (Rana, 
2007). Cuando la unión del microRNA a su mRNA se da de forma complementaria, se 
produce la degradación del mRNA diana, mientras que si esta unión no se da de forma 
complementaria lo que se produce es la inhibición de la traducción del mRNA (Lim et 
al., 2005). 
En estos momentos no se sabe con exactitud qué grado de complementariedad es 
necesario para el silenciamiento génico de los mRNA diana. No obstante, se cree que la 
capacidad de los microRNAs para inhibir la traducción depende de la energía libre de 
unión entre los primeros 8 nucleótidos, la denominada secuencia semilla o seed 
sequence, del extremo 5’ del microRNA y del mRNA. Según esta teoría un mismo 
microRNA puede actuar sobre multiples zonas 3´UTR de un gran número de genes 
(Rana, 2007).  
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En cuanto al número de miRISC que se necesitan para inhibir la traducción, los datos 
sugieren que se necesitan varias regiones de unión para una interacción microRNA-
diana de alta afinidad; ya que si los miRISC, como hemos explicado anteriormente, 
reconocen la secuencia semilla de unos 8 nucleótidos, la unión que se de será de baja 
afinidad, por lo que sería lógico pensar que múltiples copias de miRISC podrían unirse a 
la diana para compensar la unión de baja afinidad entre el miRISC y el mRNA diana 
(Rana, 2007). Una vez que se ha dado la degradación del mRNA, el mismo micoRNA 
puede volver a reconocer y a destruir otro nuevos mRNA dianas. En general, en este 
mecanismo la complementariedad se puede dar tanto en regiones codificantes como 
en regiones 3´UTR, mientras que en el caso de la inhibición de la traducción, la 
complementariedad se da en la región 3´UTR (Figura 4.10) (Rana, 2007). 
 
 
Figura 4.10. Proceso de degradación de un mRNA diana por la unión de un microRNA 
complementario. Tomada de Rana, 2007. 
 
Sin embargo, de hace unos años a aquí ha surgido una ruta distinta a la convencional 
que explicaría la biogénesis de los microRNAs que proceden de secuencias intrónicas, 
los llamados “mirtron”. En este caso la maduración la sigue llevando a cabo el enzima 
Dicer , pero el paso anterior llevado a cabo por la enzima Drosha y su co-factor DGCR8 
es sustituido por un fenómeno de splicing de fragmentos intrónicos con capacidad 




Figura 4.11. Esquema de la ruta canónica y la ruta de los mirtron. Tomado de Naqvi et al., 
2009.  
 
4.3.3. Alteraciones en la expresión de microRNAs asociadas al Cáncer 
Los microRNAs regulan procesos biológicos como el crecimiento, la diferenciación y la 
muerte celular, por lo que, la desregulación de su expresión tiene importantes 
consecuencias para la célula (Miska, 2005). 
 El gran número de estudios que empieza a haber sobre los microRNAs y su frecuente 
localización en zonas frágiles del genoma, o en zonas de amplificación o pérdida de 
heterocigosidad revelan que los microRNAs podrían jugar un papel importante en la 
carcinogénesis humana (Budhu et al., 2010). Incluso, sabemos que los microRNAs 
tienen un papel importante en la progresión celular ya que son capaces de modular la 
adhesión celular, la matriz celular (Gramantieri et al., 2007; Gramantieri et al., 2009; 
Chiyomaru et al., 2010; Lee et al., 2010; Song et al., 2010),  la expresión de los genes 
relacionados con los mecanismos de hipoxia y los factores vasculares endoteliales 
(Cascio et al., 2010; Favaro et al., 2010; McCormick et al., 2010). 
Dentro de los mecanismos de desregulación de los microRNAs podemos encontrar la 
alteración en el comportamiento de los factores de transcripción, alteraciones 
cromosómicas, cambios epigenéticos como la metilación de las islas CpG en 
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promotores de microRNAs, la modificación de histonas, la presencia de  polimorfismos 
en los pri-/, pre-microRNAs y microRNAs maduros y por último problemas en el 
procesamiento y biogénesis de los microRNAs, lo que llevaría a la aparición de 
fenotipos cancerosos (Gorenchtein et al., 2012) (Figura 4.12). 
 
Figura 4.12. Alteraciones en los mecanismos de regulación de los microRNAs en el cáncer. 
Tomado de Gorenchtein et al., 2012. 
 
Se ha constatado que los microRNAs juegan un papel importante en muchos tipos de 
cáncer, incluído el carcinoma oral de células escamosas (COCE), pudiendo actuar como 
oncogenes o como genes supresores tumorales (Kent & Mendell, 2006). 
Los microRNAs que regulan los genes supresores tumorales, se denominan 
“microRNAs oncogénicos”. Cuando se encuentran sobreexpresados, inhiben la 
expresión de los genes supresores tumorales, provocando la iniciación y la progresión 
tumoral. Por el contrario los microRNAs que regulan los oncogenes, se denominan 
“microRNA supresor tumoral” y cuando se encuentran subexpresados o eliminados, se 
produce la sobreexpresión de proteínas oncogénicas, lo que favorece el desarrollo del 




Figura 4.13. microRNAs y su relación con el desarrrollo del cáncer. Tomado de Gomes & 
Gomez, 2008. 
 
Es importante señalar que el análisis de los perfiles de expresión de los microRNAs es 
particularmente interesante desde el punto de vista diagnóstico ya que para 
detectarlos de forma precisa no son necesarias grandes cantidades de tejido. Con el 
material obtenido de una simple biopsia ya sería suficiente, e incluso pueden ser 
fácilmente estudiados tanto en tejidos en fresco como en tejidos fijados en formol y 
embebidos en parafina y en fluidos biológicos (saliva y sangre) (Budhu et al., 2010). 
La detección de alteraciones en los perfiles de expresión de microRNAs en fluidos 
biológicos es muy interesante ya que permitiría obtener información útil con una 
técnica sencilla y poco invasiva (Budhu et al., 2010). 
 
4.3.4. microRNAs asociados a procesos oncológicos 
Se ha demostrado la existencia de diferencias en los perfiles de expresión de 
microRNAs entre el tejido tumoral y el normal (Calin & Croce, 2006; Volinia et al., 
2006; Childs et al., 2009), e incluso, se han identificado perfiles de expresión de 
microRNAs que permiten distinguir tipos y subtipos tumorales, lo que sugiere que 
podrían ser de gran utilidad para el diagnóstico y detección precoz del cáncer (Lu et al., 
2005; Blenkiron et al., 2007). 
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Los primeros microRNAs descritos asociados a cáncer fueron: el microRNA-15a y el 
microRNA-16-1 (supresores tumorales), que se encuentran subexpresados en el cáncer 
de prostata y la leucemia linfoblástica crónica (Calin et al., 2002) (Tabla 4.1). Estos 
microRNAs son capaces de unirse a la región 3´UTR de la proteína BcL-2 
(protooncogen) y disminuir su actividad antiapoptótica (Cimmino et al., 2005). 
Otro de los microRNAs primeramente descrito fue la familia let-7, que es un supresor 
tumoral que se ha encontrado subexpresado en algunos cánceres como el de pulmón, 
de colon y de estómago. Este microRNA tiene como dianas a los oncogenes RAS, MYC y 
HMGA2 (Calin et al., 2004; Johnson et al., 2005). Se ha reconocido que en algunos 
cánceres de pulmón, los valores bajos de este microRNA provocan el aumento de RAS, 
y que este hecho se correlaciona con un peor pronóstico de esta enfermedad 
neoplásica (Takamizawa et al., 2004).  
En cuanto a los microRNAs que actúan como oncogenes, los primeros microRNAs 
descritos fueron el microRNA-155 y el cluster microRNA-17-92 (Hayashita et al., 2005; 
Tong & Nemunaitis, 2008; Croce, 2009). El microRNA-155 se encuentra 
sobreexpresado en el cáncer de colon, de pulmón, de mama, de tiroides y en el 
linfoma, de tal modo que su alta expresión se correlaciona con una baja supervivencia 
(Volinia et al., 2006, Croce, 2009).  
Por otro lado, se ha visto que algunos microRNAs de la misma familia pueden actuar 
como oncogenes o supresores de tumores dependiendo del tipo de tejido o célula 
(Gorenchtein et al., 2012). Así ocurre con el es el caso de microRNA-31 que se 
encuentra sobreexpresado en el COCE y a su vez subexpresado en el cáncer gástrico      
( Liu et al., 2010; Zhang et al., 2010). Todas estas combinaciones están sujetas a 
cambios epigenéticos que modificarían la expresión final del mRNA diana (Perez-










Tabla 4.1. MicroRNAs asociados a Cáncer. Tomado de  Budhu et al., 2010. 
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4.3.5. microRNAs en Cáncer oral 
En relación con el cáncer oral, algunos estudios (Henson et al., 2009; Liu et al., 2009; 
Chen et al., 2010) han analizado los perfiles de expresión de microRNAs y han 
constatando la relación de los microRNAs en los procesos de proliferación celular, de 
apoptosis o de aparición de metástasis. Incluso, desde que se conoce que la expresión 
de los microRNAs se encuentra alterada en los distintos cánceres, y más 
concretamente en el cáncer oral, se ha considerado que puede funcionar como  
biomarcador para confirmar el estado de la enfermedad y su posible progresión 
(Cervigne et al., 2009) (Tabla 4.2). 
 Uno de los microRNAs mas extensamente estudiado es el microRNA-21, el cual se 
encuentra sobreexpresado en varios tipos de cáncer incluyendo el COCE (Croce, 2009). 
El microRNA-21 juega un papel importante en la regulación del ciclo celular y en la 
apoptosis. Concretamente, altos niveles de este microRNA se han correlacionado con 
bajos niveles de α-tropomiosina (TPM1) y de fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-
fosfatasa (PTEN), genes supresores de tumores que median en el ciclo celular y en la 
apoptosis (Li et al., 2009). Incluso, se ha observado que la inactivación de este 
microRNA induce la apoptosis en líneas celulares de cáncer de células escamosas de 
lengua (Li et al., 2009). 
 En el estudio de Hsu et al. (2012) se constató que los niveles de este microRNA eran 
siginificativamente mas altos en la sangre de los pacientes con carcinoma de células 
escamosas de cabeza y cuello (CCECC) que en los pacientes control, e incluso los 
niveles de este microRNA eran mayores en la sangre de los pacientes, antes de la 
intervención quirúrgica que después de ella. 
 Otras dianas de este microRNA serían el inhibidor serina proteasa (SERPINB5), la 
proteína tumoral p63 (TAp63) y el inhibidor de transformación neoplásica PCDC4, lo 
que sugiere que podría jugar un papel importante en los procesos de invasión, 
metástasis y progresión de la enfermedad neoplásica (Zhu et al., 2007; Lu et al., 2008; 
Papagiannakopoulos et al., 2008; Zhu et al., 2008). 
En el trabajo realizado por Fu et al. (2011) en CCECC se comprobó que aquellos 
pacientes que no presentaban sobreexpresión del microRNA-21 tenían un mejor 
pronóstico que aquellos que la presentaban. 
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También se ha sugerido que este microRNA podría afectar a la formación de especies 
reactivas de oxígeno atenuando la actividad del enzima superóxido dismutasa 3 y 
favoreciendo la tumorogénesis (Zhang et al., 2012). En 2009, Cervigne et al. mostraron 
la primera evidencia de la existencia de cambios en los perfiles de expresión de los 
microRNAs durante el proceso de cancerización oral. Su proposito era cuantificar los 
cambios en la expresión de los microRNAs en leucoplasias orales y COCEs de la misma 
zona e identificar el perfil de expresión de los microRNAs asociados al proceso de 
malignización. Estos investigadores (Cervigne et al., 2009)  obtuvieron un perfil de 
expresión global de microRNAs que distinguía entre leucoplasias que malignizaban y 
COCEs y leucoplasias que no malignizaban y el tejido normal. 
Pudieron observar un aumento importante de la expresión de algunos microRNAs 
(microRNA-21, microRNA-181b y microRNA-345) que se asociaba a una mayor 
severidad de la lesión durante su progresión, por lo que postulan que la 
sobreexpresión de este grupo de microRNAs juega un papel importante en la 
transformación maligna de estas lesiones. Estos resultados a su vez nos dan una idea 
de que las lesiones premalignas que progresan a cáncer presentan la mayoría de las 
alteraciones genéticas observadas en el cáncer oral (Cervigne et al., 2009). 
En cuanto al microRNA-31, Liu et al. (2009) comprobaron que se encontraban niveles 
elevados en líneas celulares de CCECC, y en un trabajo posterior (Liu et al., 2010) estos 
resultados fueron validados en muestras de saliva y sangre de pacientes con COCE. 
Además, el microRNA-31 se redujo notablemente en la sangre de los pacientes 
después de la resección quirúrgica del tumor, lo que sugiere que este marcador se 
encuentra asociado al tumor. Este estudio (Liu et al., 2010) concluyó que la detección 
en la sangre del microRNA-31 se puede validar como un marcador para el diagnóstico 
de un COCE (Liu et al., 2010). Posteriormente, el grupo de Lajer et al. (2011) volvieron 
a observar sobreexpresión de este microRNA en el COCE, sugiriendo que el microRNA-
31 podría actuar como un oncogen, e intervenir en la formación de tumores y en los 
procesos de malignizacion de la cavidad oral mediante el bloqueo del factor inducible 
por hipoxia (HIF). 
La familia let-7 es un conjunto de al menos 9 genes y recientemente se ha sabido que 
esta familia de microRNAs esta regulada entre otros por el oncogen C-MYC, el cual se 
suele encontrar sobreexpresado en el CCECC, lo que explicaría que la familia let-7 
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pueda encontrarse subexpresada en estas neoplasias (Yanaihara et al., 2006; Yu et al., 
2008). Dentro de las dianas más conocidas de la familia let-7 se encuentran los 
oncogenes KRAS y HMGA2. Este último oncogen se ha visto que se asocia a un peor 
pronóstico en el cáncer de pulmón y también al proceso de metástasis (Johnson et al., 
2005; Sarhadi et al., 2006; Hebert et al., 2007). 
En 2010, Jakymiw et al. estudiaron los niveles de expresión del enzima Dicer y del 
microRNA let-7b en tejido y líneas celulares de COCE, detectando que los niveles de 
Dicer eran elevados en los dos tipos de muestras al compararlos con los controles, y 
que a su vez los niveles de microRNA-let 7b se encontraban reducidos. Estos resultados 
les permiten sugerir que estas diferencias de expresión facilitarían la proliferación 
celular de las células cancerígenas. 
El microRNA-7 ha sido caracterizado como un supresor tumoral en varios cánceres 
entre los que se incluye el COCE, siendo sus dianas mas conocidas: los sutratos del 
receptor de la insulina  IRS1 e  IRS2, el receptor del factor de crecimiento epidérmico 
EGFR, el protooncogen serina/treonina quinasa  RAF1 y la proteína quinasa PAK1 
(Kefas et al., 2008; Reddy et al., 2008; Webster et al., 2009). El estudio llevado a cabo 
por Jiang et al. (2010) en COCE demostró que el microRNA-7 es capaz de provocar 
subexpresión del receptor del factor de crecimiento IGF1R y por lo tanto atenuar la 
fosforilación o activación de la proteína quinasa AKT, lo que conlleva una disminución 
de la proliferación celular, un aumento de la apoptosis y un parón en el ciclo celular 




Tabla 4.2. Niveles de expresión y posibles dianas de microRNAs encontrados en Cáncer Oral. 
miRNAs Expresión Detección Dianas Referencias 
miRNA-21 sobrexpresado 
Tejido, lineas celulares y 
fluídos biológicos  
TPM1, PTEN, PDCD4, 
p12, SERPINB5, TAp63, 
SOD3 
Hsu et al.(2012); Zhang et al.(2012); Fu et al.(2011); Cervigne et al.(2009); Li et al.(2009); 
 Lu et al. (2008); Papagiannakopoulos et al. (2008);  Zhu et al. (2008); Zhu et al. (2007) 
miRNA -127 sobrexpresado 
Tejido, lineas celulares y 
fluídos biológicos  
Desconocida Wiklund et al.(2011); Kozaki et al.(2008) 
miRNA-31 sobrexpresado 
Lineas celulares y fluídos 
biológicos 
HIF, RhoA Lajer et al.(2011); Liu et al.(2010); Chang et al.(2008) 
miRNA-31* sobrexpresado Tejido y lineas celulares RhoA Chang et al.(2008) 




Chu et al.(2013); Chang et al.(2008) 
miRNA-24 sobrexpresado 
Tejido, lineas celulares y 
fluídos biológicos  
p57,DND1,CDKN1B Lin et al.(2010); Liu et al.(2010) 
miRNA-181 sobrexpresado 
Tejido, lineas celulares y 
fluídos biológicos  
p27 y bcl-2 Yang et al.(2011) 




Lineas celulares y fluídos 
biológicos 
KLF13, CXCL11, FOXA1  Santhi et al.(2013); Wiklund et al.(2011); Henson et al.(2009); Park et al.(2009) 
miRNA-100 subexpresado 
Lineas celulares y fluídos 
biológicos 
ID1,EGR2,MMP13,FGFR3 Henson et al.(20099 
miRNA-
16/15a 
subexpresado Fluidos biológicos PKC-α Maclellan et al. (2012); Jakymiw et al.(2010); Bonci et al.(2008); Calin et al.(2005); Calin et al.(2002) 
miRNA-let-7 subexpresado Tejido y lineas celulares 
C-MYC, KRAS, HMGA2, 
Dicer 
Yu et al. (2008); Hebert et al. (2007); Yanaihara et al. (2006) 
miRNA-375 subexpresado Tejido y lineas celulares 
PDK1, AEG-1/MTDH, JAK2, 
YAP y LDHB 
Kinoshita et al.(2012); Li et al.(2011); Nohata et al.(2011);  Wiklund et al.(2011); Hui et al.(2010);  





subexpresado Lineas celulares ITGβ8  Chang et al.(2013); Hayashita et al.(2005); Ota et al.(2004) 
miRNA-145 subexpresado Tejido P53, RAS, C-MYC, Cdk6 
Shao et al.(2013); Suh et al.(2011); Chiyomaru et al.(2010); Kent et al.(2010); Ostenfeld et al.(2010); 
Spizzo et al.(2010); Iorio et al.(2007) 
miRNA-137 subexpresado Lineas celulares CDK6, E2F6, p16 Hui et al.(2010); Langevin et al.(2010); Kozaki et al.(2008); Han et al.(2007)  
miRNA-193a subexpresado Lineas celulares CDK6, E2F7 Hui et al.(2010); Langevin et al.(2010); Kozaki et al.(2008)  
miRNA-491 subexpresado Lineas celulares GIT1 
Huang et al.(2014); Rutnam et al.(2012); Hui et al.(2010); Langevin et al.(2010); Kozaki et al.(2008); 
Han et al.(2007) 
miRNA-
133a/b 
subexpresado Lineas celulares GSTP1, CAV1, PKM2  Mutallip et al. (2011); Nohata et al. (2011); Childs et al. (2009) 
miRNA-1 subexpresado Tejido y lineas celulares TAGLN2 Mutallip et al.(2011); Nohata et al.(2011); Childs et al.(2009) 
miRNA-7 subexpresado Lineas celulares 
IGF1R, IRS1, IRS2, EGFR, 
RAF1 y PAK1 
Jiang et al.(2010); Webster et al.(2009); Kefas et al.(2008); Reddy et al.(2008)  
miRNA-124 subexpresado Lineas celulares ITGB1 Hunt et al.(2011) 
miRNA-181a subexpresado Lineas celulares KRAS Shin et al.(2011) 
miRNA-27b ambos Tejido y fluídos biológicos TCTP Lo et al.(2012) 
miRNA-184 ambos 
Tejido, lineas celulares y 
fluídos biológicos  
C-MYC Santhi et al.(2013); Wong et al.(2008) 
miRNA-200 ambos 
Tejido, lineas celulares y 
fluídos biológicos  
Caderina desmosomal Wiklund et al.(2011); Zidar et al.(2011) 
miRNA-205 ambos 
Tejido, lineas celulares y 
fluídos biológicos  
Desconocido Wiklund et al.(2011) 
miRNA-138 ambos Lineas celulares GNAI2,RhoC, ROCK2 Jin et al.(2013); Jiang et al.(2011); Liu et al.(2009); Mitomo et al.(2008);  Wong et al.(2008)  
miRNA-223 ambos 
Tejido, lineas celulares y 
fluídos biológicos  
FBXW7, EPB41L3 Maclellan et al. (2012); Nylander et al. (2012); Hui et al. (2010) 




4.3.6. microRNAs en el Precáncer Oral 
Existen pocos estudios que hayan analizado los perfiles de expresión de los microRNAs 
en el precáncer oral que actualmente agrupamos como trastornos orales 
potencialmente malignos (TOPM) ( Cervigne et al., 2009; Towle et al., 2013) (Tabla 
4.3). 
Recientes estudios (Chen et al., 2004; Wu et al., 2013) sugieren que las alteraciones en 
los microRNAs están involucradas en muchos procesos fisiológicos y patológicos, 
incluyendo algunas enfermedades inflamatorias y autoinmunes, como la enfermedad 
liquenoide oral (ELO). Más concretamente se ha visto la relación entre la respuesta 
inmune mediada por los linfocitos T y cambios en la expresión de ciertos microRNAs 
(Chen et al., 2004; Wu et al., 2013).  
En 2013, Gassling et al. estudiaron el perfil de expresión de microRNAs en pacientes 
con liquen plano oral (LPO) y pacientes control, observando que 24 microRNAs estaban 
desregulados. Estos investigadores (Gassling et al., 2013)  intentaron unir los 
microRNAs diferencialmente expresados con sus posibles dianas y obtuvieron 11 
potenciales parejas de microRNAs-mRNAs, que se encontraban funcionalmente 
relacionadas con eventos inflamatorios y premalignos. Estos resultados sugieren que 
los microRNAs regulan rutas involucradas en esta enfermedad y por lo tanto podrían 
llegar a ser una importante herramienta terapéutica. 
También en 2013, Dang et al. descubrieron en los pacientes con LPO que, tanto el 
microRNA-137 como la proteína p16 se encontraban metiladas, aunque en menor 
medida que en los pacientes con COCE. También descubrieron que esta metilación en 
los casos de LPO estaba asociada al epitelio, lo que podría indicar que el proceso de 
malignización inicial se origina en el epitelio y no en el tejido conectivo. 
El microRNA-21, que ya hemos señalado anteriormente, también se encuentra sobre- 
expresado en la leucoplasia oral, en el LPO y en enfermedades inflamatorias de la piel 
como la psoriasis y el eccema atópico (Sonkoly et al., 2007; Cervigne et al., 2009). 
En un estudio realizado por Danielsson et al. (2012) se comprobó que altos niveles de 
microRNA-21 se correlacionaban con bajos niveles del mRNA de p53, una proteína que 
actúa como supresora de tumores. Previamente a este estudio se habia observado que 
la sobreexpresión del microRNA-21 estaba causada por niveles altos de TGF-β (factor 
de crecimiento tumoral) en el cáncer (Qian et al., 2009). Danielson  et al. (2012) 
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también comprobaron que existían niveles altos de las  proteínas Smad, unas proteínas 
que se encuentran en la ruta del TGF-β, lo que podría indicarnos que esta misma 
situación se produce en la ELO. 
En este mismo estudio (Danielsson et al., 2012) observaron que el microRNA-125b se 
encontraba subexpresado en el LPO, al igual que en el cáncer oral. Se cree que este 
microRNA puede ser uno de los responsables del componente inflamatorio del LPO ya 
que interferiría en la regulación del TNF-α, citoquina proinflamatoria involucrada en las 
enfermedades inflamatorias, provocando el aumento de sus niveles en el LPO 
(Danielsson et al., 2012). El  microRNA-203 también se encontraba sobreexpresado en 
este estudio (Danielsson et al., 2012). A pesar de estos resultados concluyeron que no 
había un perfil de microRNAs específico asociado al LPO. 
En 2012 Arão  et al., comprobaron que los microRNAs, microRNA-146a y microRNA-
155, que influyen en la regulación de la respuesta inmune, incluyendo la ruta de 
señalización mediada por quinasas y factores de transcripción, se encontraban 
sobreexpresados en el LPO. Otros microRNAs desregulados encontrados en ELO son el  
microRNA-27b que se encuentra subexpresado y el microRNA-223 y el microRNA-143 
que están sobreexpresados. En concreto, Zhang  et al. (2012) detectaron niveles bajos 
del microRNA-27b en biopsias orales de pacientes con LPO al compararlas con biopsias 
de tejido sano, y propusieron que la subexpresión de este microRNA podría ser un 
factor de predisposición para sufrir esta enfermedad. Se sabe que este microRNA es 
capaz de regular a la metaloproteinasa de matriz 13 (MMP13) y la ruta del TGF-β e 
intervenir en la regulación de la diferenciación celular, en la respuesta inmune y en la 
inflamación crónica (Karbiener et al., 2009; Rogler et al., 2009; Akhtar et al., 2010).  
En cuanto a los estudios realizados en la leucoplasia oral podemos destacar el 
realizado por Yang et al. (2013) en el que se comparaba la expresión de microRNAs de 
biopsias y de saliva de pacientes con leucoplasia que proliferaban, que no proliferan y 
de controles. Pudieron comprobar que los perfiles de expresión entre tejidos y fluidos 
era el mismo pero en menor cantidad. También observaron que los microRNAs 
microRNA-708, miRNA-10b, microRNA-19a, microRNA-30e, microRNA-26a, y 
microRNA-660 se encontraban sobreexpresados mientras que el microRNA-99, el 
microRNA-15a, el microRNA-197, el microRNA-145 y el microRNA-150 se encontraban 
subexpresados. Estos mismos patrones han sido confirmados en otros cánceres 
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incluidos el COCE (Yang et al., 2013). Sin embargo, vieron que el microRNA-181 b y el 
microRNA-181c se encontraban subexpresados en la leucoplasia que proliferaba y 
sobreexpresados en la que no proliferaba. Estos datos contrastan con los obtenidos 
por Cervigne et al. (2009), que encontraron un aumento gradual de la expresión del 
microRNA-181b durante el proceso de carcinogénesis oral. 
En 2013 Yang et al. también constataron que había un conjunto de microRNAs que se 
encontraban sobreexpresados en la leucoplasia que no malignizaba comparándolos 
con la que malignizaba, entre los que estaban el microRNA-197, el microRNA-let-7, el 
microRNA-99a/b, el microRNA-126 y el microRNA-145. Estos microRNAs se sabe que 
actúan como supresores tumorales por lo que pueden tener un rol protector en este 
tipo de lesiones (Yang et al., 2013). 
En otro estudio, Xiao  et al. (2012) analizaron la expresión de microRNAs en la 
leucoplasia oral y observaron que el microRNA-31* se encontraba sobreexpresado en 
el tejido de leucoplasias orales que malignizaron. Por ello, propusieron que la 
sobrexpresión de este microRNA tendría un papel relevante en la carcinogénesis oral. 
Se sabe que microRNA-31* interviene en funciones biológicas como la apoptosis y la 
migración celular, por lo que la modulación de la expresión de este microRNA podría 
ser suficiente para prevenir la formación de novo o la recurrencia de la leucoplasia oral 
(Xiao et al., 2012). 
En 2014, De Sarkar  et al. comparan el perfil de expresión de 18 muestras de pacientes 
con cáncer gingival y su tejido adyacente sano, así como, muestras de pacientes con 
leucoplasia y liquen plano oral. Observaron que el microRNA-1293, el microRNA -31, el 
microRNA -31* y el microRNA -7 se encontraban significativamente sobreexpresados, 
mientras que el microRNA -206, el microRNA -204 y el microRNA -133a se encontraban 
significativamente subexpresados, en las muestras de cáncer gingival. El microRNA-31 
se encontraba sobreexpresdo tanto en el cáncer como en la leucoplasia por lo que 
estos autores (De Sarkar et al., 2014) postulan que este microRNA podría ser un 
posible biomarcador para la detección de leucoplasias que se malignizan hacia un 
cáncer gingival. En cuanto a los resultados en el liquen plano oral no encontraron 
diferencias significativas en los perfiles de expresión de estos microRNAs.  
Por último, Cervigne  et al. (2009) mostraron la primera evidencia de la existencia de 
cambios en los perfiles de expresión de los microRNAs durante el proceso de 
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cancerizacion oral al encontrar un aumento de la expresión del microRNA-21, 
microRNA-181b y microRNA-345 que se correspondían con una transformación 
maligna de las lesiones desde la leucoplasia oral al COCE. 
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Tabla 4.3. Alteraciones de expresión de microRNAs en TOPM.  
miRNA Expresión TOPM Dianas Referencias 
miRNA-137 subexpresado ELO CDK6, E2F6, p16 Dang et al.(2013) 
miRNA-21 sobreexpresado ELO y Leucoplasia TGF-β, p53, p63, Smad Danielsson et al.(2012); Cervigne et al.(2009);  Davis et al.,(2008)  
miRNA-125b subexpresado ELO TGF-β, p53, p63, Smad Danielsson et al.(2012); Davis et al.(2009) 
miRNA-27-b  subexpresado ELO MMP13, TGF-β Zhang et al.(2012); Akhtar et al.(2010); Karbiener et al.(2009); Rogler et al.(2009) 
miRNA-203 sobreexpresado ELO TGF-β, p53, p63, Smad Danielsson et al.(2012); Qian et al.(2009) 
miRNA-146a sobreexpresado ELO STAT1, IFN-γ Arao et al. (2012); Lu et al. (2005) 
miRNA-155 sobreexpresado ELO c-Maf, IFN-γ, SOCS-1 Arao et al.(2012) 
miRNA-99 subexpresado Leucoplasia SMARCA5  Chang et al.(2013); Yang et al.(2013) 
miRNA-15a subexpresado Leucoplasia PKC-α 
Yang et al.(2013); Maclellan et al.(2012); Bonci et al.(2008); Calin et al.(2005); Calin et al. 
(2002)  
miRNA-150 subexpresado Leucoplasia desconocido Yang et al.(2013) 
miRNA-let-7 subexpresado Leucoplasia C-MYC Yang et al.(2013) 
miRNA-126  subexpresado Leucoplasia desconocido Yang et al.(2013) 
miRNA-708 sobreexpresado Leucoplasia desconocido Yang et al.(2013) 
miRNA-10b sobreexpresado Leucoplasia desconocido Yang et al.(2013) 
miRNA-19a sobreexpresado Leucoplasia desconocido Yang et al.(2013) 
miRNA-30e sobreexpresado Leucoplasia desconocido Yang et al.(2013) 
miRNA-26a sobreexpresado Leucoplasia desconocido Yang et al., 2013 
miRNA-660 sobreexpresado Leucoplasia desconocido Yang et al.(2013) 
miRNA-31 sobreexpresado Leucoplasia P13K-AKT De Sarkar et al.(2014) 
miRNA-31* sobreexpresado Leucoplasia FGF3 De Sarkar et al.(2014); Xiao et al.(2012)  
miRNA-345 sobreexpresado Leucoplasia desconocido Cervigne et al.(2009) 
miRNA-
181b/c 
ambos Leucoplasia HOXA11 Yang et al.(2013); Cervigne et al.(2009) 
miRNA-197 ambos Leucoplasia desconocido Yang et al.(2013) 
miRNA-145 ambos Leucoplasia C-MYC, CDK6 Yang et al.(2013) 
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4.3.7. Estrategias terapeúticas 
Desde que se sabe que los microRNAs se encuentran desregulados en el cáncer, se 
cree que la normalización de su expresión podría ser un método potencial de 
tratamiento (Blenkiron et al., 2007; Barbarotto et al., 2008; Rebane & Akdis, 2013). En 
este sentido, han sido propuestos varios mecanismos terapéuticos.  
4.3.7.1. Estrategias para la subexpresión de los microRNAs 
 Las reglas de Watson y Crick del emparejamiento de bases guían la unión de los 
microRNAs a sus dianas. Con el fin de eludir esta interacción, los oligonucleótidos anti-
microRNA (AMO) se han generado para competir directamente con los microRNAs 
endógenos (Lanford et al., 2010; Rebane & Akdis, 2013). Sin embargo, la capacidad de 
los AMOs para inactivar específicamente dianas endógenas ha demostrado ser 
bastante ineficaz (Budhu et al., 2010). Así, se han generado varias modificaciones de 
AMOs para mejorar su eficacia y estabilidad, tales como añadir enlaces metilo y 
metoxietilo al extremo 5' de la molécula (Budhu et al., 2010). 
Li et al. (2009) introdujeron el oligonucleótido anti-microRNA-21 en líneas celulares de 
carcinoma de células escamosas de la lengua para subexpresear este microRNA y 
obtuvieron una reducción de la supervivencia celular y del crecimiento independiente 
de anclaje y un aumento de la apoptosis in vitro.  
Otro método para reducir la interacción entre los microRNAs y sus dianas es el uso de 
microRNAs “sponges”. Estas moléculas son microRNAs sintéticos que contienen 
múltiples sitios de unión para un microRNA endógeno y reprimen familias de 
microRNAs que comparten la misma secuencia semilla (Budhu et al., 2010). 
Estos métodos basados en oligonucleótidos provocan efectos secundarios y toxicidad 
celular no deseada debido a la capacidad de los microRNAs para regular cientos de 
genes (Kanasty et al., 2012; Rebane & Akdis, 2013). 
Una estrategia llamada microRNA-enmascaramiento es una alternativa diseñada para 
combatir este efecto. Este método utiliza una secuencia con complementariedad 
perfecta para el gen diana, de modo que se da una mayor afinidad que la que existe 
entre el gen diana y su microRNA endógeno. La dificultad de este método reside en 
que la elección del gen diana debe ser específica con el fin de reducir de forma efectiva 




4.3.7.2. Estrategias para la sobreexpresión de microRNAs 
El aumentar la expresión de microRNAs con actividad supresora tumoral  es una 
estrategia para restaurar aquellas funciones celulares que ayudan a la inhibición 
tumoral (Rebane & Akdis., 2013). Esto se puede lograr a través del uso de vectores de 
origen vírico o de liposomas (Croce, 2009). Aunque los métodos de introducción 
dirigida de vectores virales muestran una alta eficiencia de transferencia de genes 
estos no van directamente al tumor y los elementos virales residuales pueden tener 
efectos inmunogénicos no deseados (Kozaki et al., 2008).  
Los “mimics” también se han utilizado para aumentar la expresión de los microRNAs. 
Estas pequeñas moléculas de ADN de doble hebra, modificadas químicamente, imitan 
al microRNA maduro endógeno (Kozaki et al., 2008). Este método, a día de hoy, ya se 
encuentra disponible en el mercado y al contrario que el basado en vectores víricos 
carece de toxicidad para la célula, por lo que serían unas posibles herramientas 
prometedoras para el tratamiento de tumores (Kozaki et al., 2008; Bader et al., 2012). 
La transfección del microRNA-137 o del microRNA-193a se ha realizado en líneas 
celulares de COCE y se ha comprobado que el crecimiento celular in vitro disminuye de 
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5.1. Material y Métodos 
Las muestras analizadas corresponden a pacientes diagnosticados de Enfermedad 
Liquenoide Oral, Carcinoma Oral de Células Escamosas e Hiperplasia Fibrosa en el 
Servicio Clínica Odontológica de la Universidad del País Vasco/EHU. 
 
5.1.1. Grupos analizados 
5.1.1.1. Grupo ELO 
En este grupo se incluyeron a un total de 52 muestras de  pacientes diagnosticados 
clinicopatológicamente de enfermedad liquenoide oral (ELO) y que en el momento de 
la toma no mostraban ninguna lesión sospechosa de cáncer ni de ninguna otra 
patología en la cavidad oral. 
 Para la fase de exploración (screening) se emplearon 16 biopsias de pacientes 
diagnosticados de ELO. Este grupo estaba constituido por 9 (56,3%) mujeres y 7 
(43,8%) hombres con una edad media de 55,3 años y un rango de edad desde los 36 
hasta los 75 años de edad.  
Para la fase de validación se emplearon 36 biopsias de pacientes diagnosticados de 
ELO. Este grupo estaba constituido por 23 (63,9%) mujeres y 13 (36,1%) hombres con 
una edad media de 57,1 años y un rango que va desde los 34 hasta los 82 años de 
edad.  
 
5.1.1.2.  Grupo COCE 
Este grupo lo han  formado un total de 36 muestras de  pacientes diagnosticados de 
carcinoma oral de células escamosas (COCE). 
 Para la fase de screening se emplearon 8 muestras biópsicas. Este grupo estaba 
constituido por 5 (62,5%) mujeres y 3 (37,5%) hombres con una edad media de 59,1 
años y un rango de edad desde los 40 hasta los 76 años.  
Para la fase de validación, se emplearon 28 biopsias. Este grupo estaba constituido por 
18 (64,3%) mujeres  y 10 (35,7%) hombres con una edad media de 63,5 años con un 
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5.1.1.3.  Grupo Control 
Se incluyeron 35 biopsias de pacientes adultos mayores de 18 años diagnosticados de 
Hiperplasia fibrosa irritativa sin inflamación y sin displasia. Para la fase de screening se 
incluyeron 8 biopsias. Este grupo estaba constituido por 4 (50%) mujeres y 4 (50%) 
hombres, con una edad media de 51,8 años con un mínimo de 35 años y un máximo de 
75 años. 
 Para la fase de validación, se emplearon un total de 27 muestras biópsicas. Este grupo 
estaba constituido por 11 (40,7%) mujeres y 16 (59,3%) hombres con una edad media 
de 54,6 años con un rango desde 24 hasta 79 años. 
 
5.1.2.  Protocolo clinicopatológico 
En todos los casos se siguió el protocolo de diagnóstico clínico de la Unidad de 
Medicina Bucal del Servicio Clínica Odontológica de la UPV/EHU. De un modo 
específico en los pacientes con enfermedad liquenoide oral se siguió un protocolo 
basado en el de la Sociedad  Española de Medicina Oral (SEMO) para esta enfermedad.  
 
5.1.3. Comité de Ética 
Este estudio se llevó a cabo de acuerdo con los principios de la Declaración de Helsinki 
y fue aprobado por la Comisión de Investigación y Ética de la Facultad de Medicina y 
Odontología de la Universidad del País Vasco/EHU (CEISH/246/2014).  
 
5.1.4.  Material: Tipos de muestra 
Para llevar a cabo este estudio, se emplearon biopsias orales fijadas en formaldehído y 
embebidas en parafina (FFEP).  
 
5.2.  Extracción y cuantificación de RNA 
La extracción se realizó siguiendo el protocolo del miRNeasy FFPE kit (Qiagen, UK) en el 
que se introdujeron algunas modificaciones.  
A. Preparación de las  muestras 
• Uso de Guantes estériles y limpiados con RNAse zap™  o una solución 
equivalente. 
• Limpieza del microtomo, de las cuchillas, de las pinzas y de las superficies 
donde se vaya a trabajar con RNAse zap™.  
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• Cortar una sección de 5 μm de grosor y desecharla (para que no haya 
contaminaciones por el manejo de los bloques). 
• Cortar 10 secciones de 10 μm de grosor por bloque e introducirlas, con ayuda 
de las pinzas, en tubos Eppendorf de 1,5 ml estériles y que hayan sido 
previamente etiquetados. 
• Cambiar la cuchilla cada dos bloques y cambiar la superficie de la cuchilla para 
cada bloque (mitad de la superficie de la cuchilla para un bloque y la otra 
mitad para el otro bloque). Limpiar con RNAse zap™ la superficie del 
microtomo para cada muestra.  
A.1.  Reactivos, equipamiento y soluciones utilizadas en la preparación de las 
muestras 
- RNAse zap™  (Sigma) 
- Cuchillas Microtomo R35 type (Feather) 
- Microtomo RM2125 (Leica) 
B. Extracción de RNA 
b.1)  Preparación previa a a la extracción  
• Poner el bloque de calor a 56ºC. 
• Preparar el buffer RPE añadiendo 44ml de etanol absoluto (100%) y mezclar 
apropiadamente. (Este paso solo se realiza la primera vez que se abre el kit). 
• Preparar DNAse I RNAse free 
 - Echar 550 μl de RNAse free water al vial de DNAse I (con una                               
punta estéril). 
  - Mezclarlo invirtiendo el vial (no usar vortex). 
  - Alicuotar en tubos de 0,6 ml y almacenar en el congelador a -20ºC.  
                 (En cada tubo alicuotar 50-60 μl). 
• Dejar los buffers a temperatura ambiente. 
• Poner la centrifuga a 20-25ºC. 
• Calentar el xileno a 40-50ºC usando el baño de agua. 
b.2) Desparafinización con xileno 
1. Añadir 1 ml de xileno (40-50ºC) a cada muestra y mezclar vigorosamente  
 durante aproximadamente 10 segundos. 
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2. Centrifugar a velocidad máxima durante 5 minutos y descartar el  sobrenadante 
sin dañar el pellet. 
3. Añadir 1 ml de xileno (a temperatura ambiente) y mezclar vigorosamente 
 durante aproximadamente 10 segundos. 
4. Centrifugar a velocidad máxima durante 5 minutos y descartar el sobrenadante 
sin dañar el pellet. 
5. Añadir 1 ml de etanol absoluto (100%) y mezclar vigorosamente durante 
    aproximadamente 10 segundos. 
6. Centrifugar a velocidad máxima durante 5 minutos y descartar el   
 sobrenadante sin dañar el pellet. 
7. Mantener las tapas de los tubos Eppendorf abiertas hasta que se evapore 
 totalmente el etanol (se puede usar un concentrador). 
b.3) Extracción RNA 
 1. Añadir 240 μl de buffer PKD y mezclar con el vortex. 
 2. Añadir 10 μl de proteinasa K y mezclar con la ayuda de una pipeta. 
 3. Incubar a 56ºC hasta que el tejido este completamente digerido 
(normalmente dejar durante 2 horas en un bloque de calor con movimiento, 
cada 30 minutos revisar que tal va el proceso y agitar con un vortex durante 5 
segundos). 
 4. Incubar a 80 ºC durante 15 minutos (Si se está usando solo un bloque de  
     calor, dejar las muestras a temperatura ambiente hasta que el bloque   
    alcance esta temperatura). 
 5. Incubar 3 minutos en hielo. 
 6. Centrifugar a 20.000 g durante 15 minutos (13.500 rpm). 
 7. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de centrifuga teniendo 
extremada precaución de no alterar el pellet. 
 8. Añadir: 
  - 1/10 volumen DNA Booster buffer (aproximadamente 25 μl). 
  - 10 μl DNAseI (preparada anteriormente). 
  - Mezclar invirtiendo el tubo (no usar vortex). 
 9. Centrifugar brevemente para recolectar el líquido residual de las paredes del 
tubo. 
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  10. Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos. 
  11. Añadir 500 μl de buffer RBC y mezclarlo bien. 
  12. Transferir el contenido a un nuevo tubo (debe ser >3 ml y estéril). 
  13. Añadir 1750 μl de etanol (100%) a la muestra y mezclar bien con una pipeta. 
  14. Transferir 700 μl de la muestra, incluyendo cualquier  precipitado que se     
haya formado, a la columna de centrifugación RNeasy MinElute spin column, que 
se encuentra dentro de un tubo colector de 2 ml. Cerrar bien la tapa. 
  15. Centrifugar durante 15 segundos a una velocidad ≥8000 g (≥10,000 rpm). 
  16. Desechar el sobrenadante. 
  17. Repetir los pasos 14-16 hasta que toda la muestra haya pasado por la       
columna de centrifugación RNeasy MinElute spin column. 
  18. Añadir 500 μl de buffer RPE a la columna de centrifugación RNeasy MinElute 
spin column (reutilizar el tubo colector). 
  19. Centrifugar durante 15 segundos a una velocidad ≥8000 g (≥10,000 rpm). 
  20. Desechar el sobrenadante. 
  21. Añadir 500 μl de buffer RPE a la columna de centrifugación RNeasy MinElute  
spin column y cerrar bien la tapa. 
  22. Centrifugar durante 2 minutos a una velocidad ≥8000 g (≥10,000 rpm). 
  23. Desechar el  tubo colector con el sobrenadante. 
  24. Poner la columna de centrifugación RNeasy MinElute spin column en un    
nuevo tubo colector de 2 ml y dejar abierta la tapa de la columna (así la 
membrana de la columna se secará bien). 
  25. Centrifugar a velocidad máxima durante 5 minutos. 
  26. Desechar el  tubo colector con el sobrenadante. 
  27. Poner la columna de centrifugación RNeasy MinElute spin column en un    
tubo de 1,5 ml. 
  28. Añadir 15 μl de RNAse free water  directamente a la membrana de la  
columna de centrifugación RNeasy MinElute spin column (El agua 
aproximadamente a  50ºC). 
  29. Cerrar la tapa y centrifugar a velocidad máxima durante 1 minuto. 
  30. Repetir los pasos 28 y 29. 
  31. Desechar la columna y almacenar apropiadamente el RNA (-80ºC). 
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C. Reactivos, equipamiento y soluciones utilizadas en la extracción de RNA 
C.1) Desparafinización 
- Xileno; p.m.=106,17 (Proquinorte, SA)  
- Etanol absoluto; p.m.= 46,07 (Merck NC: 100983.1000) 
- Termobloque Thermomixer comfort (Eppendorf) 
- Termobloque (VWR) 
- Microcentrífuga Biofuge Fresco (Heraeus, SA)   
- Agitador vortex (VWR international) 
- Cabina móvil de filtración vertical (Indelab) 
- RNAse zap™  (Sigma) 
C.2) Extracción RNA 
 - Termobloque Thermomixer comfort (Eppendorf) 
 - Termobloque (VWR) 
 - Microcentrífuga Biofuge Fresco (Heraeus SA) 
 - Microcentrífuga Galaxy mini (VWR) 
 - Agitador vortex (VWR international) 
 - Cabina móvil de filtración vertical (Indelab) 
     - RNAse zap™  (Sigma) 
 - miRNeasy FFPE Kit (50) (Qiagen) 
  - RNeasy® MinElute® Spin Columns (rosas) (cada una en un tubo      
 colector de 2 ml) (Qiagen) 
  - Tubos colectores (1,5 ml) (Qiagen) 
  - Tubos colectores (2 ml) (Qiagen) 
  - Buffer RBC (Qiagen) 
  - Buffer PKD (Qiagen) 
  - Proteinasa K (Qiagen) 
  - RNase-Free DNase I (liofilizada) (Qiagen) 
  - RNase-Free Water (para uso con  RNase-Free DNase I) (Qiagen) 
  - DNase Booster Buffer (Qiagen) 
  - Buffer RPE (concentrado) (Qiagen) 
  - RNase-Free Water (Qiagen) 
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D. Cuantificación del RNA  
Después de la extracción de  RNA se mide la concentración de las muestras (ng/μl) y el 
grado de pureza mediante el uso del Nanodrop™. 
El espectrofotómetro Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 cuantifica muestras de 
ácidos nucléicos de 1 μl de volumen con una alta precisión y reproducibilidad. El 
espectro oscila desde los 220 hasta los 750 nm y utiliza una tecnología de retención de 
la muestra que emplea la tensión superficial únicamente para mantener la muestra en 
su lugar. Esto elimina la necesidad de emplear cubetas y otros dispositivos de 
contención de la muestra.  
Para la cuantificación del RNA se emplea el ratio 260/280 que es la relación de la 
absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm. Esta relación de absorbancia se utiliza para 
evaluar la pureza del RNA.  Una relación de ~1,8 es generalmente aceptada como 
“pura” para el RNA.  
Otro ratio que se emplea para ver el estado de purificación de la muestra es el ratio 
260/230. El valor de este ratio para las muestras “puras” es mayor que el valor del 
ratio 260/280 y está comprendido entre 1,8 y 2,2. Si este valor es ligeramente más 
bajo, esto nos indica que existen sales o posibles componentes que se han purificado 
junto con el RNA.  
D.1. Método  
Para comenzar la cuantificación primeramente hay que realizar la medición del 
“blanco”. Se llama “blanco” a la solución donde se ha llevado a cabo la resuspensión 
del RNA tras su extracción, y que no presenta ningún tipo de ácido nucléico. 
Generalmente el “blanco” suele ser agua milliQ.  
1.- Tras realizar la medición del blanco, se deposita 1 μl de la muestra en el lector sin 
hacer burbujas ya que esto impediría la correcta cuantificación.  
2.- Se cierra el lector cuidadosamente y se procede a la cuantificación.  
3.- Se limpia con un paño seco y se vuelven a repetir los pasos 1 y 2 en la siguiente 
muestra. 
5.3.  Análisis de expresión de microRNAs 
La definición de los perfiles de expresión alterados de microRNAs se realizó en el 
servicio de genómica de la UPV/EHU, Sgiker mediante el uso TaqMan® Low Density 
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Array (Applied Biosystems®). Este array está diseñado para detectar y cuantificar 
aproximadamente unos 768 miRNAs en el ser humano. 
Con esta técnica se puede determinar el perfil de expresión de cientos de microRNAs 
simultaneamente en un proceso dividido en dos pasos. Durante el primer paso, el RNA 
total se retrotranscribe  a cDNA.  Y en un segundo paso se da la PCR a tiempo real 
usando los ensayos TaqMan®, actualmente altamente optimizados y que proporcionan 
una gran sensibilidad. 
 
5.3.1.  Método 
En el primer paso se utiliza el kit TaqMan®  MicroRNA RT y los primers Megaplex ™ RT 
para poder sintetizar el cDNA de cadena sencilla a partir de las muestras de RNA total. 
La reacción de transcripción inversa (RT) tiene un volumen final de 7,5 μl y contiene 3 
μl (150 ng) RNA total y 4,5 μl de mix de reacción RT. 
A. Preparación mix de reacción RT 
1. Poner en hielo los siguientes reactivos: 
- Megaplex RT primers 
- Componentes Kit TaqMan® RT 
- MgCl2 (suministrado con el Megaplex ™ RT primers) 
2. Hacer un mix con los siguiente reactivos en un tubo de microcentrífuga de 1,5 
ml: 
Tabla 5.1. Componentes para el mix de retro-transcripción. 
Componentes RT Mix Volumen por muestra (μl) 
Megaplex™ RT primers (10X) 0,8 
dNTPs with dTTP (100 mM) 0,2 
MultiScribe™ Reverse 
Transcriptasa (50 U/μl) 
1,5 
10X RT Buffer 0,8 
MgCl2 (25mM) 0,9 
Rnase inhibitor (20 U/μl) 0,1 
Nuclease - free water 0,2 
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3. Invertir el tubo varias veces para mezclarlo bien y centrifugar brevemente los 
tubos. 
4. En una placa de reacción óptica de 96 pocillos MicroAmp® o en un strip de 8 
tubos de MicroAmp®  pipetear 4,5 μl de la mezcla de reacción RT en cada pocillo o 
tubo respectivamente. 
5. Añadir 3 μl de RNA total en cada pocillo o tubo. 
6. Sellar la placa o los tubos con MicroAmp® Clear Adhesive Film o MicroAmp® 
Optical Strip Caps respectivamente. Después invertir la placa o los tubos varias 
veces para mezclar bien y centrifugar brevemente. 
7. Incubar 5 minutos en hielo. 
B. Reacción de RT 
Configurar las siguientes condiciones para correr las muestras. 
- Velocidad o modo de rampa: 9700 usando Std or Max ramp Speedy. 7900HT usando 
Std ramp speed. 
- Volumen de reacción (μl): 7,5 
- Condiciones del termociclador (Tabla 5.2) 
- Cargar y ejecutar la placa. 
Tabla 5.2. Condiciones del termociclador 
Paso Temperatura Tiempo 
16ºC  2 min 
42ºC  1 min 40 ciclos 
50ºC  1 seg 
1 ciclo 85ºC  5 min 
1 ciclo 4ºC  ∞ 
 
 
5.3.2.  Reactivos, equipamiento y soluciones utilizadas 
A. Megaplex™ RT primers 
Material y Métodos 
 88
Es un set de 2 pools ya predefinidos (pool A y B). Cada pool contiene unos 380 
primers de retrotranscripción para poder realizar de forma simultanea la síntesis 
de cDNA para microRNAs maduros.  
 
 
Tabla 5.3. Contenido del Megaplex™ RT primers. 
Megaplex™ RT primers Contenido 
Megaplex™ RT Human pool A 50 μl of 10X primers 
Megaplex™ RT Human pool B 1000 μl 25 mM MgCL2 
 
B. Ejecutar la reacción de amplificación 
Este paso es opcional y su objetivo es la preamplificación del cDNA específico de 
cada gen para poder incrementar su cantidad y realizar el análisis de expresión de 
cada microRNA de forma  efectiva y precisa. 
 C. Método 
La reacción de preamplificación tiene un volumen final de 25 μ l y contiene 2,5 μl 
de producto RT y 22,5 μl de mezcla de reacción PreAmp. 
Preparación del Preamp Reaction Mix 
1. Descongelar los Megaplex™ PreAmp primers en hielo y mezclar invirtiéndolos 
seis veces. Centrifugar  brevemente. 
2. Mezclar el TaqMan® PreAmp Master Mix (2✕) agitando la botella. 
3. Combinar lo siguiente en un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml: 
Tabla 5.4. Componentes  del PreAmp Reaction mix. 
Componentes del mix de 
reacción PreAmp  
Volumen por muestra (μl) 
TaqMan® PreAmp Master 
Mix (2X) 
12,5 
Megaplex™ PreAmp primers 
(10X) 
2,5 
Nuclease - free water 7,5 
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4. Invertir los tubos varias veces para mezclar bien el contenido y centrifugar 
brevemente. 
5. En una placa de reacción óptica de 96 pocillos MicroAmp® o en un strip de 8 
tubos de MicroAmp®, pipetear 2,5 μl del producto RT en cada pocillo o tubo 
respectivamente. 
6. Añadir 22,5 μl del PreAmp reaction mix en cada pocillo o tubo. 
7. Sellar la placa o los tubos con MicroAmp® Clear Adhesive Film o MicroAmp® 
Optical Strip Caps respectivamente. Después invertir la placa o los tubos seis veces 
para mezclar bien y centrifugar brevemente. 
8. Incubar 5 minutos en hielo. 
Realizar la preamplificación 
Configurar las siguientes condiciones para correr las muestras. 
- Velocidad o modo de rampa: 9700 usando Std ramp Speed. 
- Volumen de reacción (μl): 25. 
- Condiciones del termociclador: 
Tabla 5.5. Condiciones termociclador 
Paso Temperatura Tiempo 
1 ciclo 95ºC  10 min 
1 ciclo 55ºC  2 min 
72ºC  2 min 
95ºC  15 seg 12 ciclo 
60ºC  4 min 
1 ciclo 99,9ºC 10 min 
1 ciclo 4ºC  ∞ 
. 
Diluir la reacción 
1. Quitar la placa o los tubos del termociclador. 
2. Centrifugar brevemente. 
3. Añadir 75 μl de 0.1✕ TE pH 8,0 a cada pocillo o tubo. 
4. Sellar la placa o los tubos, y luego invertir varias veces para mezclar bien el 
contenido y  centrifugar brevemente. 
D. Reactivos, equipamiento y soluciones utilizadas 
Megaplex™ PreAmp primers 
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Set de 2 pools (A y B) con primers forward y reverse específicos de cada gen 
destinado para el uso de cantidades muy pequeñas de material de partida.  
 
5.3.3. Realizar la reacción de PCR a tiempo real 
A. PCR a tiempo real 
La PCR a tiempo real es una variante de la PCR convencional utilizada para 
amplificar y simultáneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la 
amplificación del ADN. 
La PCR a tiempo real permite que el producto a amplificar sea detectado según 
progresa la reacción. Esto es posible incluyendo en la reacción una molécula que 
emita fluorescencia, de modo que cuanta más cantidad de ADN se encuentre, 
mayor es la señal de fluorescencia, ya que el incremento de la fluorescencia es 
proporcional al incremento de la cantidad de copias de ADN amplificadas en la 
reacción. 
Los sistemas en tiempo real para PCR mejoraron gracias a la introducción de 
sondas con marcajes de fluorocromos que utilizan la actividad 5′ nucleasa de la 
Taq polimerasa de DNA. La existencia de estas sondas fluorogénicas permitió 
desarrollar un método en tiempo real para detectar únicamente productos de 
amplificación específicos. 
Los reactivos TaqMan® utilizan una sonda fluorogénica para detectar un producto 
de PCR específico a medida que se acumula durante la PCR. El método se basa en 
la construcción de una sonda oligonucleótida con un fluoróforo unido al extremo 
5′ y un quencher (apantallador) en el extremo 3′. Mientras la sonda está intacta, la 
proximidad del quencher reduce enormemente la fluorescencia que emite el 
fluoróforo por medio de la transferencia de energía de resonancia de 
fluorescencia (FRET; resonancia de Förster, Förster, V. T. 1948) a través del 
espacio. Si la diana está presente, la polimerasa se topa con la sonda y la hidroliza 
mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la separación del 
quencher del fluorocromo y, por tanto, la emisión de fluorescencia. La 
fluorescencia está relacionada con la cantidad de amplicón producido. En cada 
ciclo, se separan más moléculas del fluoróforo de sus respectivas sondas, lo que 
produce un aumento de la intensidad de la fluorescencia que es proporcional a la 
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cantidad de amplicón producido. Cuanto más alto sea el número inicial de copias 
de la diana de ácido nucleico, antes se observará un aumento significativo de la 
fluorescencia. 
Cuando la PCR a tiempo real se combina con una reacción de retro-transcripción, 
puede determinarse la cantidad de miRNA de una muestra mediante una 
cuantificación relativa. Dicha cuantificación se denomina relativa ya que se 
compara entre diferentes muestras la cantidad relativa o relación del microRNA de 
un gen específico respecto a la cantidad de microRNA de un gen constitutivo 
(control endógeno). Es lo que se denomina como normalización de la expresión 
del gen específico, o normalizar respecto a la diferente concentración de RNA total 
de las muestras, ya que si la cantidad de control endógeno varía es debido a 
cambios en la cantidad de RNA total empleada en la síntesis de cDNA, no a 
cambios en su expresión. No existe ningún gen cuya expresión no varíe en ninguna 
de las condiciones, por lo que se debe de valorar cuál es el mejor control 
endógeno.   
En el caso del TLDA card, cada array, utilizando esta técnica se puede cuantificar el 
nivel de expresión de hasta 768 microRNAs y controles. Esto conlleva cargar el 
producto, el cDNA (en nuestro caso preamplificado) en el array para la 
amplificación y análisis por PCR a tiempo real. 
 
B. Método 
Preparación de los productos necearios para ejecutar la qPCR 
1. Descongelar el poducto PreAmp diluido en hielo. Mezclar invirtiéndolo varias 
veces y centrifugar  brevemente. 
2. Mezclar el TaqMan® Universal PCR Master Mix agitando la botella. 
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Tabla 5.6. Componentes para realizar la PCR cuantitativa a tiempo real. 
Componentes 
Volumen para un array 
(μl) 
TaqMan® Universal PCR 
Master Mix, No AmpErase® 
UNG,2X 250 
Diluted PreAmp product 9 
Nuclease-free water 441 
 
4. Invertir los tubos varias veces para mezclar bien el contenido y centrifugarlos 
brevemente. 
Cargar y ejecutar el microRNA Array 
1. Dispensar 100 μl de la mezcla de reacción PCR en cada pocillo del  
TaqMan® microRNA Array. 
2. Centrifugar y sellar el Array. 
3. Importar el archivo de instalación SDS (SDS.txt) situado en el CD de Información. 
4. Cargar y ejecutar el Array usando como condiciones para el termociclador las 
que vienen por defecto, 384 well TaqMan® Low Density Array. 
C. Reactivos, equipamiento y soluciones utilizada 
        - 7900HT Fast Real time PCR System (Applied Biosystem®) 
- TaqMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems®) 
- TaqMan® MicroRNA Arrays (Applied Biosystems®): 
Set de 2 tarjetas (cards) de 384 pocillos microfluidos (Array A y B) que contienen 
en su interior los primers y ensayos TaqMan® deshidratados.  
 
5.4. qRT-PCR ensayos TaqMan® específicos 
Una vez obtenidos los resultados del TLDA card se quiso validar el perfil de expresión 
de aquellos microRNAs que se encuentran alterados en la ELO y el COCE.  
La metodología fue exactamente idéntica a la utilizada para los TLDA cards, ya que 
estos utilizan la misma tecnología de sondas de hibridación de los ensayos TaqMan® 
como hemos explicado anteriormente. 




Con las muestras extraídas, cuantificadas y normalizadas se procede a la realización de 
la reacción de retrotranscripción (RT) para pasar el RNA a cDNA y así poder realizar la 
qRT-PCR. 
Para ello se han realizado las siguientes tareas: 
1. Deshidratar los RT primers. 
2. Descongelar las muestras y dar un pequeño pulso. 
3. Añadir 11 μl de cada muestra a cada pocillo con los RT primers deshidratados. 
Mezclarlo rápidamente con el vortex, centrifugarlo brevemente e incubar 5 minutos. 
4. Hacer el mix de conversión siguiendo las condiciones especificadas en la siguiente 
tabla. 
Tabla 5.7. Mix de conversión para la RT-PCR. 
Reactivos 1X (μl) 
dNTPs 0,15 
Enzima RT 1,2 
Buffer 1,5 




5. Añadir 4 μl del mix de conversión a cada muestra. 
6. Incubar a las siguientes condiciones (Tabla 5.8). Una vez pasado el tiempo de 
incubación obtendremos el cDNA. 
 
Tabla 5.8. Condiciones de la incubación. 
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7. Añadir 85 μl de H2O al cDNA convertido para diluirlo. 
Reactivos, equipamiento y soluciones utilizadas para la reacción de RT-PCR 
- TaqMan® MicroRNA reverse transcription kit (Applied Biosystems®). 
- Placa de 96 pocillos (Bio-Rad NC: 2239441) 
- Microseal®B Seal MSB1001 (Bio-Rad) 
- Termociclador iCycler (Bio-Rad) 
- Centrifuge 5430 (Eppendorf) 
- Agitador vortex (VWR international) 
 
 
B. Análisis de la  expresión de microRNAs mediante qRT-PCR 
En cada pocillo de la placa de 96 hemos añadido previamente 3μl de cDNA por 
triplicado. El siguiente paso es añadir con la pipeta multicanal a cada pocillo 12 μl de 
mastermix con los volúmenes indicados en la tabla 5.9, sellar la placa con un film 
óptico y dar un breve pulso en la centrifuga de placas para que no queden burbujas y 
no haya un error de lectura. Por último, meter la placa en el termociclador con  las 
siguientes condiciones (Tabla 5.10) 
 
 
Tabla 5.9. Mastermix para ensayos TaqMan®. 
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Tabla 5.10. Condiciones del termociclador para el análisis de la  expresión de microRNAs 






1 ciclo 1 ciclo 
PCR  
40 ciclos 
Temperatura 50ºC  95ºC  95ºC  60ºC  
Tiempo 2 min 10 min 15 seg 1 min 
 
 
Reactivos, equipamiento y soluciones utilizadas para la reacción de RT-PCR 
- TaqMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems®) 
- Placa de 96 pocillos (Bio-Rad NC: 2239441) 
- Microseal®B Seal MSB1001 (Bio-Rad) 
- Termociclador iCycler (Bio-Rad) 
- Centrifuge 5430 (Eppendorf) 
 
Reactivos, equipamiento y soluciones utilizadas en la PCR a tiempo real 
- TaqMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems®) 
- TaqMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems®) 
- Placa de 96 pocillos (Bio-Rad NC: 2239441) 
- Microseal®B Seal MSB1001 (Bio-Rad) 
- Termociclador iCycler (Bio-Rad) 
- Centrifuge 5430 (Eppendorf) 
 
5.5. Análisis estadístico 
 
5.5.1. Análisis estadístico de los TLDA cards, validación biológica y Ontología de 
genes 
El análisis previo se realizó utilizando dos paquetes de software distintos, Sequence 
Detection System (SDS) y Expression Suit (Life Technologies®, USA), como ha sido 
descrito anteriormente por Bediaga et al. (2013). Los datos válidos fueron importados 
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al  paquete HTqPCR (Dvinge & Bertone, 2009) para la evaluar  la calidad, la normalidad 
y la significación estadística de los valores Ct obtenidos entre los diferentes grupos 
analizados. Los datos se normalizaron utilizando la media geométrica de la expresión 
de todo el conjunto de microRNA. Los perfiles de expresión de los distintos microRNAs 
fueron validados empíricamente mediante Bayes/moderated t-tests y todos los valores  
p-fueron ajustados por el procedimiento Benjamin-Hochberg.  
Se seleccionaron aquellos microRNAs  con ≥2 veces la diferencia (Fold Change (FC)> 2)  
entre las muestras de COCE y normal, y entre las muestras de  ELO y normal con unos 
valores p ajustados <0,05.  Los análisis estadísticos para los datos del set de validación 
se realizaron con el paquete estadístico para  Windows SPSS® 20,0 (SPSS®, Chicago, IL, 
EE.UU.). Para confirmar la distribución normal de nuestras muestras se utilizó la 
prueba de  Kolmogorov-Smirnov para una muestra. Para evaluar las diferencias en el 
nivel de expresión entre los grupos se utilizó la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney. 
Los valores de p obtenidos de dos colas se consideraron estadísticamente significativos 
si p <0,05.  
Para predecir los RNA mensajero diana de cada microRNA se utilizo la base de datos 
mirWalk (http://mirwalk.uni-hd.de/) mediante dos algoritmos-mirWalk (Dweep et al., 
2011), TargetScan (Friedman et al., 2009) –y con una longitud mínima de la secuencia 
semilla de 7 nt y una p = 0,05. 
 El análisis del Gene Ontology se realizó con el paquete BioconductortopGO, utilizando 
el test de Fisher en conjunto con el algoritmo "clásico", como ha sido descrito 
previamente (Alexa & Rahnenfuhrer ,2010).  
 
5.6. Busqueda bibliográfica 
Se han realizado distintas búsquedas bibliográficas sobre el tema objeto de este 
estudio en la base bibliográfica PubMed y en las bases de revistas electrónicas 
www.aacrjournals.org y www.freemedicaljournals.com utilizando las palabras claves: 
Enfermedad liquenoide oral, Trastorno oral potencialmente maligno, precáncer oral, 
lesiones premalignas orales, carcinoma oral de células escamosas, carcinoma de 
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células escamosas de cabeza y cuello, epigenética, microRNA, TLDA card, Gene 
ontology. 
Fruto de esta búsqueda se obtuvieron más de 450 citas bibliográficas que fueron 
examinadas, escogiéndose para su análisis pormenorizado las que fueron consideradas 

























































6.1. Características clinicopatológicas de las muestras 
En este estudio se han analizado 123 muestras orales, de las cuales 52 (42,3%) 
correspondían a pacientes diagnosticados de enfermedad liquenoide oral (grupo ELO), 
36 (29,3%) a pacientes diagnosticados de un carcinoma oral de células escamosas 
(grupo COCE) y las 35 (28,4%) restantes a pacientes diagnosticados de hiperplasia 
fibrosa irritativa sin inflamación y sin displasia (grupo Control). 
Las características generales de los diferentes grupos aparecen recogidas en las Tablas  
6.1, 6.2 y 6.3.  
En el grupo ELO se observa un mayor predominio del género femenino frente al 
masculino con un ratio de 1,6:1. Este grupo presenta una edad media de 56,2 años, 
con un rango que va desde los 34 hasta los 82 años de edad. En el caso del grupo COCE 
también existe un mayor predominio del género femenino, con un ratio de 1,7:1,  una 
edad media en el momento del diagnóstico de 61,3 años y un rango que va desde los 
29 hasta los 89 años de edad. Por último, en el grupo Control se observa una relación 
hombre: mujer de 1,3:1, con una edad media de 53,2 años y un rango que va desde los 
24 hasta los 79 años de edad.  
 
Tabla 6.1. Datos generales de los pacientes del grupo ELO, grupo COCE y grupo Control.  
 
    
Total muestras analizadas (n =123) 







Mujer 32 (61) 23 (63,8) 15 (42,8) 
Género n (%) 
Hombre 20 (39) 13 (36,2)  20 (57,2) 
Media  56,2 61,3 53,2 
Edad (años) 











Tabla 6.2. Características generales de los pacientes incluídos en la fase de exploración 
(Screening). 
 
    
Fase de exploración (Screening) (n=32) 
    
ELO (n=16) COCE (n=8) Control (n=8) 
Mujer  9 (56,25) 5 (62,5) 4 (50) Género n 
(%) Hombre 7 (43,75) 3 (37,5) 4 (50) 
Media  55,25 59,1 51,75 
Edad (años) 
(min-max) (36-75) (40-76) (35-75) 
 
Tabla 6.3. Características generales de los pacientes incluídos en la fase de validación. 
 
    
 Fase de validación (n = 91) 







Mujer 23 (63,9) 18 (64,3) 11 (40,7)  Género n 
(%) Hombre 13 (36,1) 10 (35,7) 16 (59,3) 
Media  57,1 63,5 54,6 
Edad (años) 
(min-max) (34-82) (29-89) (24-79) 
 
En relación a los hábitos carcinogénicos en el grupo ELO, tanto en los casos analizados 
en la fase de screening como en los de la fase de validación se reconoce una mayor 
proporción de no fumadores y de  no consumidores de alcohol (Tabla 6.4).  
 







Si  5 (31,3) 10 (27,8) Consumo tabaco 
n (%) No 11 (68,7) 26 (72,2) 
Si 5 (31,3) 1(2,8) Consumo alcohol  





En relación  a la enfermedad liquenoide oral (Tabla 6.5) el tipo de lesión mayoritaria en 
el momento de la toma biópsica fue la atrófica tanto en los pacientes de la fase de 
screening con un 43,8% (7) como en los de la fase de validación 41,7% (15). 
 La lesión en placa también tiene una presencia notoria en estos pacientes, 
presentándose en el momento de la toma en el 25% (4) de los pacientes de los de la 
fase de screening y en el 38,9 % (14) en los de fase de validación. 
La gingivitis descamativa crónica está presente en el 25% (4) de los pacientes de la fase 
de screening y en el 30,6% (11) de los casos de la fase de validación.  
Por último, la presencia de lesiones de tipo erosivo-ulcerativo en los pacientes de la 
fase screening era del 12,8% (2) y en los de la fase de validación del 27,8% (10).  
En cuanto al subgrupo clínico en la fase de screening el 87,5% (14) de las muestras 
correspondian a pacientes diagnosticados de LPO y el 12,5% (2) de LLO,  mientras que 
en la fase de validación el 63,9% (23) correspondian a pacientes diagnosticados de LPO 
y 36,1 (13) restantes diagnosticados de LLO. 
En el caso de los subgrupos histopatológicos, en la fase de screening había un 50% (8) 
de pacientes diagnosticados tanto de ELO típico como de ELO compatible, mientras 
que en la fase de validación había un 52,8% (19) de pacientes diagnosticados de ELO 
compatible y un 47,2% (17) diagnosticados de ELO típico. 
Durante el seguimiento realizado a los pacientes del grupo ELO, 1 caso sufrió 
transformación maligna. Se trataba de una mujer de 55 años diagnosticada de 
clínicamente como LPO e histológicamente como ELO compatible, que presentaba en 
el momento de la toma de la muestra lesiones de tipo reticular y en placa, no era 


















Si 7 (43,8) 15 (41,7) 
Atrófica n (%) 
No 9 (56,2) 21 (58,3) 
Si 2 (12,5) 10 (27,8) 
Erosivo/Ulcerativa n (%) 
No 14 (87,5) 26 (72,2) 
Si 4 (25) 14 (38,9) 
Placa  n (%) 
No 12 (75) 22 (61,1) 
Si 4 (25) 11 (30,6) 
Gingivitis Descamativa Crónica  n (%) 
No 12 (75) 24 (66,7) 
LPO 14 (87,5) 23 (63,9) 
Subgrupo clínico n (%) 
LLO 2 (12,5) 13 (36,1) 
ELO típico 8 (50) 17 (47,2) 
Subgrupo histopatológicas n (%) 
ELO compatible 8 (50) 19 (52,8) 
 
 
6.2. Identificación de los perfiles de expresión de los microRNAs 
6.2.1. Verificación de la calidad y análisis de las muestras 
Los datos en bruto para el análisis se extrajeron mediante el Sistema de Detección de 
Secuencia (SDS) v2.3 Software (Applied Biosystems®). 
 Cada curva de amplificación fue verificada y los umbrales óptimos para cada ensayo 
de microRNA se definieron utilizando el RQ Manager Software (Applied Biosystems®).  
Los valores Ct > 35 se consideraron indeterminados, mientras que los Ct < 10 fueron 
definidos como poco fiables.  
Los datos válidos se importaron al paquete HTqPCR para su visualización, evaluación 
de la calidad, normalización y pruebas de significación estadística de los valores Ct.  
 
6.2.2. Identificación de los perfiles de expresión aberrantes en los grupos ELO y COCE 
En la fase de screening  evaluamos el perfil de expresión de 768 microRNAs maduros a 
nivel de todo el genoma en un total de 32 muestras. De ellos, 473 microRNAs fueron 
clasificados como alterados en el grupo ELO y 444 en el grupo COCE. Los análisis de 
aproximación visual basados en agrupaciones no supervisadas de estos microRNAs 
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dieron como resultado un perfil de expresión diferente entre los 3 grupos de pacientes 
(ELO, COCE y Control) (Figura 6.1). 
Con un nivel de significación de p <0,05 (ajustada para test múltiples) y un FC≤ 0,5 o ≥ 
2 de corte, encontramos 20 microRNAs desregulados en el grupo ELO, 13 
sobreexpresados y 7 subexpresados, mientras que se encontraron 106 microRNAs 
desregulados en el grupo COCE, 41 sobreexpresados y 65 subexpresados (Figura 6.2 y 
6.3). Además,  observamos que 14 de los microRNAs desregulados en el grupo ELO son 
compartidos con el grupo COCE, mientras que los 6/20 restantes eran exclusivos de 
este trastorno (Figura 6.4).  
Se realizó la validación biológica de los 6 microRNAs exclusivos del grupo ELO y 
además, de los 14 microRNAs desregulados en ambos grupos (ELO y COCE), se 
seleccionaron 8 microRNAs cuya diferencia en los niveles de expresión  en relación con 









Figura 6.1. Análisis de agrupación jerárquica no supervisado en el que se han utilizado los 
microRNAs diferencialmente expresados y en el que se separan los tres grupos, ELO, COCE y 
Control. 
El heatmap (distancia euclidiana) representa los valores de Delta Ct. Los colores representados 
en el heatmap corresponden al grado de  expresión de cada  microRNA como bien se indica en 































Figura 6.2.  Diagrama que muestra los 20 microRNAs desregulados  en el grupo ELO en relación 















































































































Figura 6.3. Diagrama que muestra los 106 microRNAs desregulados en el grupo COCE en  




















Figura 6.4. Diagrama de Venn que muestra  aquellos microRNAs  cuya expresión se encuentra 
desregulada tanto en el grupo COCE como en el grupo ELO en relación al grupo Control. . En 
rojo los microRNAs subexpresados y en negro los sobreexpresados. 
 
6.2.3. Validación biológica de los perfiles de expresión de los microRNAs 
La validación de los 14 microRNAs identificados en la fase de screening fue realizada 
mediante el uso de ensayos TaqMan® y  qRT-PCR en un set independiente de muestras 
constituido por 36 muestras de  ELO, 28 muestras de COCE y 27 de control (Tabla 6.6). 
Aparecieron problemas técnicos con el ensayo TaqMan® del microRNA hsa-miR-302c-
3p, lo que motivo que fuera retirado de los posteriores análisis realizados. 
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Cuando se compara el conjunto de los 13 microRNAs finalmente validados con el tejido 
control, podemos ver que todos ellos muestran una expresión aberrante en el grupo  
ELO (p <0,05) (Tabla 6.6). 
En relación con el grupo COCE, 7 de los 13 microRNAs analizados, (hsa-miR-150-5p, 
hsa-miR-142-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-223-5p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-152-3p, 
hsa-miR-625-5p) presentan diferencias en la expresión, que son estadísticamente 
significativas con respecto al grupo Control (p <0,05). 
Al comparar la expresión de estos microRNAs entre los grupos ELO y COCE hemos 
observado  que la expresión de 7 de ellos, presentaban diferencias estadísticamente 
significativas (p > 0,05). 
 
Tabla 6.6. Validación biológica de los microRNAs seleccionados. 
 
  ELO vs Control COCE vs Control ELO vs COCE 
  FC valor p FC p-value FC valor p 
hsa-miR-150-5p 8.993 <0.001 2.555 <0.001 3.520 <0.001 
hsa-miR-142-5p 5.282 <0.001 3.682 <0.001 1.435 0.048 
hsa-miR-146a-5p 4.460 <0.001 2.396 <0.001 1.861 <0.001 
hsa-miR-223-5p 2.904 <0.001 3.599 <0.001 0.807 0.130 
hsa-miR-7-1-3p 2.675 <0.001 1.551 0.164 1.725 <0.001 
hsa-miR-339-3p 1.617 <0.001 1.153 0.213 1.402 0.002 
hsa-miR-342-3p 1.907 0.026 1.602 0.169 1.191 0.116 
hsa-miR-146b-5p 1.675 0.030 1.943 0.018 0.862 0.871 
hsa-miR-140-3p 2.178 <0.001 0.801 0.343 2.719 <0.001 
hsa-miR-1247-5p 3.971 <0.001 1.109 0.481 3.580 <0.001 
hsa-miR-152-3p 0.272 <0.001 0.381 <0.001 0.714 0.078 
hsa-miR-625-5p 0.702 0.029 1.738 0.027 0.404 0.524 
hsa-miR-629-3p 1.493 0.013 1.128 0.481 1.323 0.075 
 
6.2.4. Expresión de cada microRNA entre el grupo ELO y el grupo COCE 
La Figura 6.5 representa los niveles de expresión de los 7 microRNAs que están 
diferentemente expresados entre el grupo ELO y el grupo COCE (hsa-miR-150-5p, hsa-
miR-142-5p, hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-7-1-3p, hsa-miR-339-3p, hsa-miR -140-3p y 
hsa-miR-1247-5p). En las distintas gráficas se puede observar como los niveles de 
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expresión de estos 7 microRNAs disminuyen en el grupo ELO frente al grupo Control (p 
< 0,05), niveles que  vuelven al estado basal a medida que pasa al grupo COCE (Figura 
6.5). 
En la figura 6.6 se representan los niveles de expresión de los 6 microRNAs que no 
están diferentemente expresados (p≥0,5) entre el grupo ELO y el grupo COCE (hsa-
miR-223-5p, hsa-miR-342-3p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-152-3p, hsa- miR-625-5p, hsa-
miR-629-3p). En este caso, al contrario que en la Figura 7.5 no encontramos tampoco 











Figura 6.5. Representación gráfica en el que se compara el perfil de expresión de los 









Figura 6.6. Representación gráfica  en el que se compara el perfil de expresión de los 
microRNAs que no presentan diferencias estadísticamente significativas entre los grupos ELO y 
COCE. 
 
6.2.5. Expresión de los microRNAs en base a la clasificación en subgrupos de la ELO 
El análisis de los microRNAs validados en la ELO, no ha demostrado diferencias 
estadísticamente significativas al dividir a los pacientes en los subgrupos clínicos, LPO y 
LLO. 
Cuando analizamos la expresión de los 13 microRNAs validados en la ELO en la 
clasificación histopatológica de la enfermedad, en los subgrupos de ELO compatible y 
ELO típico (Tabla 6.7 y 6.8), observamos que existen diferencias estadísticamente 
significativas entre los dos subgrupos en 3 de los microRNAs validados (hsa-miR-150-









Tabla 6.7. Niveles de expresión de los microRNAs analizados entre el subgrupo histopatológico 
ELO compatible y los grupos Control y COCE. 
  ELO compatible vs Control ELO compatible vs COCE 
  FC valor p FC Valor p 
hsa-miR-223-5p 1,86 p < 0,001 1,64 0,012 
hsa-miR-150-5p 6,29 p < 0,001 2,37 0,007 
hsa-miR-146a-5p 3,64 p < 0,001 1,23 0,085 
 
 
Tabla 6.8. Niveles de expresión de los microRNAs analizados entre el subgrupo histopatológico 
ELO típico y los grupos Control y COCE. 
  ELO típico vs Control ELO típico vs COCE 
  FC valor p FC valor p 
hsa-miR-223-5p 2,95 p < 0,001 0,97 0,925 
hsa-miR-150-5p 12,84 p < 0,001 4,84 p < 0,001 
hsa-miR-146a-5p 5,3 p < 0,001 1,79 p < 0,001 
 
Hemos reconocido diferencias estadísticamente significativas en los 3 microRNAs en 
las comparaciones de los subtipos de ELO con respecto al grupo control y al grupo 
COCE, excepto en el miR-146a-5p en la comparación del ELO compatible vs COCE (p = 
0,085) y el miR-223-5p en la comparación ELO típico vs COCE (p = 0,925). 
En la representación gráfica de los 3 microRNAs que están diferentemente expresados 
entre el subgrupo ELO compatible y el subgrupo ELO típico (Figura 6.7 y 6.8) 
observamos como los niveles de expresión de 2 de los 3 microRNAs (hsa-miR-150-5p 
y hsa-miR-146a-5p) siguen un patrón similar, con una mayor sobreexpresión en el 
subgrupo ELO compatible que en el grupo Control. A su vez, el subgrupo ELO típico 
presenta una mayor sobreexpresión que el subgrupo ELO compatible. Los dos 
subgrupos sufren un aumento de su expresión, siendo mayor la del subgrupo ELO 
típico. También observamos que los niveles de expresión del subgrupo ELO compatible 
son más próximos a los que se presentan en el grupo COCE (Figura 6.7 y 6.8). 
 En relación al hsa-miR-223-5p (Figura 6.9), hemos observado que los niveles de 
expresión de este microRNA son mayores en el subgrupo ELO compatible que en el 
grupo Control. También los niveles de expresión son mayores en el subgrupo ELO 
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típico que en el subgrupo ELO compatible. A diferencia de lo que ocurre en los dos 
anteriores microRNAs, en este caso, no hay diferencias en los niveles de expresión 
entre el subgrupo ELO típico y el grupo COCE. 
 
Figura 6.7. Representación gráfica de los niveles de expresión del microRNA hsa-miR-150-5p 





Figura 6.8. Representación gráfica de los niveles de expresión del microRNA hsa-miR-146a-5p 
entre los subgrupos histopatológicos (ELO compatible y ELO típico) y los grupos Control y 
COCE. 
 
Figura 6.9. Representación gráfica de los niveles de expresión del microRNA hsa-miR-223-5p 
entre los subgrupos histopatológicos (ELO compatible y ELO típico) y los grupos Control y 
COCE. 
 
6.3. Análisis in silico (Ontología de genes) 
El análisis de la ontología de genes (gene ontology) (GO) que hemos realizado lo hemos 
dividido en dos listas diferentes de microRNAs desregulados, basándonos en los 
resultados obtenidos en la fase de screening para el grupo ELO y el grupo COCE.   
En primer lugar, hemos realizado un gene ontology de genes a partir de los 20 
microRNAs cuya expresión se encontraba significativamente desregulada en el grupo 
ELO. En la Tabla 6.9 se recogen los principales procesos en los que intervienen estos 20 
microRNAs. Cuanto más arriba en la lista este un proceso, mas genes o microRNAs (de 
los 20 seleccionados) están involucrados en su regulación (en el CD adjunto se 
encuentra el listado completo del gene ontology Tabla suplementaria 6.1). Entre estos 
procesos destacan aquellos relacionados con la proliferación celular, la respuesta a 
sustancias orgánicas, la respuesta inmune, o la regulación positiva  del proceso de 
desarrollo celular (Tabla 6.9).  
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En segundo lugar, realizamos otro gene ontology, que estaba basado en los genes 
diana validados para los 106 microRNAs cuya expresión encontramos desregulada en 
el grupo COCE (en el CD adjunto se encuentra el listado completo del gene ontology 
Tabla suplementaria 6.2). En este caso también encontramos un número significativo 
de procesos biológicos frecuentes tales como la vía de señalización del receptor de 
transmembrana tirosina-kinasa, la vía de señalización de la neurotrofina,  la 
cicatrización de heridas y la respuesta a las heridas o al movimiento de los 
componentes celulares, entre otras (Tabla 6.10). 
Se puede apreciar en los dos análisis (Tablas 6.9 y 6.10), que tanto los microRNAs 
desregulados del grupo ELO como del grupo COCE comparten ciertas rutas similares 
afectadas en el contexto del desarrollo celular de órganos, tejido y epidermis, 
respuesta a etanol y virus o la respuesta inmune. Sin embargo, los procesos biológicos 
relacionados con los procesos inmunitarios, con la proliferación celular y la apoptosis o 
con la respuesta a las sustancias orgánicas, se ven afectadas en mayor medida en la 
ELO. 
Tabla 6.9. Gene ontology  de los 20  microRNAs desregulados en el grupo ELO. A continuación 
destacamos los 40 procesos de más relevancia. 
GO.ID Término 
GO:0008283 Proliferación celular 
GO:0010033 Respuesta a sustancias orgánicas 
GO:0006955 Respuesta inmune 
GO:0051094 Regulación positiva  del proceso de desarrollo celular  
GO:2000026 Regulación del desarrollo de organismos pluricelulares 
GO:0008284 Regulación positiva  de la proliferación celular 
GO:0043066 Regulación negativa de la apoptosis 
GO:0071345 Respuesta celular a citoquinas 
GO:0045944 Regulación positiva de la transcripción 
GO:0050776 Regulación respuesta inmune 
GO:0048513 Desarrollo órganos 
GO:0051240 Regulación positiva de organismos pluricelulares 
GO:0007166 Vía de señalización de receptores celulares de superficie 
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GO:0009615 Respuesta a virus 
GO:0030855 Diferenciación epitelial 
GO:0048468 Desarrollo celular 
GO:0009611 Respuesta a heridas 
GO:0009719 Respuesta a estímulos endógenos 
GO:0007169 Receptor de transmembrana proteína tirosina kinasa 
GO:0010243 Respuesta a compuestos organonitrogenados 
GO:0002768 Respuesta inmune-regulador superficie celular 
GO:0043065 Regulación positiva del proceso apoptótico 
GO:0045471 Respuesta a etanol 
GO:0000079 Regulación de ciclina dependiente de proteína 
GO:0006928 Movimiento componente celular 
GO:0009617 Respuesta a bacterias 
GO:0044700 Señalización organismos unicelulares 
GO:0007584 Respuesta a nutrientes 
GO:0007154 Comunicación celular 
GO:0007165 Transducción de señales 
GO:0042060 Cicatrización de señales 
GO:0006935 Quimiotaxis 
GO:0050896 Respuesta a estímulos 
GO:0009888 Desarrollo de tejidos 
GO:0016477 Migración celular 
GO:0048011 Vía de señalización de la TRK 
GO:0050731 Regulación positiva de la tirosina 
GO:0007596 Coagulación de la sangre 
GO:0006413 Iniciación de la traducción 









Tabla 6.10. Gene ontology de los 106 microRNAs desregulados en el grupo COCE. A 
continuación destacamos los 40 procesos de más relevancia. 
GO.ID Término 
GO:0007169 Vía de señalización del receptor de transmembrana tirosina-kinasa 
GO:0038179 Vía de señalización de la neurotrofina 
GO:0048011 Vía de señalización de la TRK 
GO:0042060 Cicatrización de heridas 
GO:0009611 Respuesta a heridas 
GO:0006928 Movimiento de los componentes celulares 
GO:0048513 Desarrollo de órganos 
GO:0044763 Procesos de organismos unicelulares 
GO:0009888 Desarrollo de tejidos 
GO:0009605 Respuesta a estímulos externos 
GO:0050817 Coagulación 
GO:0007596 Coagulación de la sangre 
GO:0007599 Hemostasia 
GO:0044839 Transición fase G2/M ciclo celular 
GO:0050878 Regulación de los niveles de fluidos corporales 
GO:0000086 Transición fase G2/M ciclo celular mitótico 
GO:0009615 Respuesta a virus 
GO:0009607 Respuesta a estímulos bióticos 
GO:0006955 Respuesta inmune 
GO:0044699 Procesos organismos unicelulares 
GO:0006935 Quimiotaxis 
GO:0000079 Regulación de proteína dependiente de ciclina 
GO:0043623 Complejo de montaje celular 
GO:0042391 Regulación del potencial de membrana 
GO:0044712 Procesos catabólicos de organismos unicelulares 
GO:0006892 Transporte mediado por vesículas post-Golgi 
GO:0097194 Fase de ejecución de la apoptosis 
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GO:0006986 Respuesta a proteínas no plegadas 
GO:0006508 Proteolisis 
GO:0006200 Proceso catabólico dependiente ATP 
GO:0001501 Desarrollo sistema esquelético 
GO:0071346 Respuesta celular a interferón-gamma 
GO:0007162 Regulación negativa de la adhesión celular 
GO:0046034 Procesos metabólicos dependientes de ATP 
GO:0034341 Respuesta a interferón-gamma 
GO:0006631 Procesos metabólico ácidos grasos 
GO:0005975 Procesos metabólicos carbohidratos 
GO:0045471 respuesta a etanol 
GO:0008544 Desarrollo epidermis 









































































La búsqueda de datos etiopatogénicos  que ayuden a mejorar la caracterización de los 
trastornos orales potencialmente malignos y posibiliten nuevas estrategias 
terapéuticas y preventivas constituye, en la actualidad, un tema de máximo interés 
(Bediaga et al., 2014). 
A día de hoy, algunos ensayos de expresión génica son de difícil realización y 
estandarización en la práctica habitual, como ocurre con los del RNA debido a su 
inestabilidad. Sin embargo, el estudio de los microRNAs se considera un abordaje útil y 
es más sencillo, ya que además de ser moléculas muy estables, se requiere poca 
cantidad de muestra para obtener unos niveles aceptables para su análisis y se pueden 
usar muestras clínicamente accesibles como las biopsias incluidas en parafina o fluidos 
biológicos como la sangre y la saliva (Feinberg et al., 2006). 
Actualmente, la realización de una biopsia representativa y su posterior análisis 
histopatológico se considera el gold standard en el diagnóstico de las lesiones malignas 
y premalignas orales. En algunos casos es necesaria la realización de biopsias 
adicionales, ya que los pacientes presentan lesiones múltiples, extensas, recurrentes y 
proliferativas (Gasche & Goel, 2012).  
Los patrones de expresión de microRNAs alterados se han asociado a una serie de 
procesos fisiológicos y patológicos en el ser humano, incluyendo el cáncer y algunas  
enfermedades inflamatorias crónicas (Sonkoly et al., 2008; Cervigne et al., 2009; 
Rebane & Akdis, 2013).  
En la actualidad desconocemos la verdadera etiología de la enfermedad liquenoide 
oral (ELO) al igual que su potencial para presentar un fenotipo premaligno (Cortes-
Ramirez et al., 2009; van der Waal, 2009). 
Se ha sugerido que los microRNAs podrían ser utilizados para predecir la 
transformación maligna de los trastornos orales potencialmente malignos, como la 
ELO (Clague et al., 2010).  
 
7.1. En relación con las  características clinicopatológicas de las muestras  
 La enfermedad liquenoide oral es un trastorno inflamatorio crónico de la mucosa oral, 
de base inmunológica y etiología incierta, que precisa para su diagnóstico de la 
combinación de los datos clínicos e histopatológicos (Ingafou et al., 2006; Aguirre 
Urizar, 2008; Scully & Carrozzo, 2008).  
Discusión 
 128 
Clásicamente se señala que la enfermedad liquenoide oral aparece con mayor 
frecuencia en el género femenino y entre la quinta y sexta décadas de la vida (Scully & 
Carrozzo, 2008; Cortes-Ramirez et al., 2009; van der Waal, 2009). En este sentido los 
datos de nuestro estudio están en consonancia con lo descrito en la literatura, ya que 
observamos una mayor predominancia del género femenino (>50%) y una media de 
edad situada entre los 50 y 60 años. 
En relación con el consumo de productos carcinogénicos como el tabaco y el alcohol, 
clásicamente se ha señalado que estos hábitos presentan una frecuencia parecida en 
los pacientes con ELO y en la población general (Eisen, 2002). 
En nuestro estudio, hemos observado un mayor predominio de pacientes no 
consumidores de tabaco (70,45%) en el grupo ELO, lo que coincide con otros trabajos 
previos (Bermejo-Fenoll et al., 2009; Pakfetrat et al., 2009, Shen et al., 2012). La 
presencia de este dato apoyaría la hipótesis de que el consumo de tabaco no sería un 
elemento importante en la  génesis de este trastorno oral potencialmente maligno. 
Respecto al consumo de alcohol, también hemos observado que la mayoría de 
nuestros pacientes con ELO (82,95%), no eran consumidores habituales de alcohol, 
hecho que concuerda con otros estudios previos (Bermejo-Fenoll et al., 2009; 
Pakfetrat et al., 2009, Shen et al., 2012). No obstante, la presencia del consumo de 
alcohol podría ser un dato adicional que posibilitaría un mayor riesgo de malignización 
de las lesiones orales en estos pacientes (Gainza-Cirauqui et al., 2013).  
En relación con la malignización de la ELO, durante este trabajo uno de los pacientes 
ha desarrollado un carcinoma oral de células escamosas. Se trataba de una mujer de 
55 años fumadora y no consumidora de alcohol diagnosticada de liquen plano oral que 
presentaba en el momento de la toma de la muestra, lesiones reticulares y en placa. Su 
perfil de expresión de microRNAs no mostraba valores anormales con respecto a la 
media del grupo ELO. 
Clásicamente, la edad de los pacientes que sufren un COCE se sitúa entre los 50 y los 
70 años en la mayor parte de los casos (Scully & Bagan, 2009). En este sentido los 
datos de nuestro estudio están en consonancia, ya que la media de edad de los 
pacientes diagnosticados de COCE fue de 61 años. Sin embargo, llama la atención el 
mayor predominio del género femenino frente al masculino en nuestra muestra, con 
un ratio de 1,7:1. Aunque los datos epidemiológicos siguen revelando una mayor 
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incidencia de este cáncer en el género masculino (Ferlay et al., 2013; 
Sankaranarayanan, 2015), cada vez mas se sugiere la presencia de un incremento en la 
cifra de cáncer oral en las mujeres en los últimos años (Bagán, 2010; Lopez de Munain 
et al., 2014). 
Como muestra control se escogió en nuestro estudio la hiperplasia fibrosa sin 
inflamación y sin displasia epitelial, ya que es una de las lesiones benignas más 
comunes en la cavidad oral (Kfir et al., 1980; Esmeili et al., 2005). Esta lesión reactiva 
está constituída por tejido conectivo de reparación, y ha sido previamente utilizada 
como tejido control en distintos estudios moleculares (Safadi et al., 2010; Kolokythas 
et al., 2015; dos Santos Pereira et al., 2016). 
  
7.2. En relación con la metodología de trabajo 
Un objetivo importante en las investigaciones actuales sobre los trastornos orales 
potencialmente malignos y el cáncer oral es la búsqueda de biomarcadores genéticos y 
epigenéticos que nos posibiliten realizar una prevención y un diagnóstico precoz de su 
aparición y de su potencial transformación maligna (Lee et al., 2009; Bediaga et al., 
2014; Javaid et al., 2016). 
En el presente estudio se han analizado los perfiles de expresión de microRNAs tanto 
en la enfermedad liquenoide oral como en el cáncer oral mediante la metodología 
TaqMan® Low Density Array Card (TLDA card) que puede analizar simultáneamente el 
comportamiento de 768 microRNAs en una muestra. 
Si bien los arrays permiten analizar el comportamiento de cientos de genes de forma 
simultánea, el análisis de los datos procedentes de estos estudios presenta 
importantes retos como: la existencia de muchas variables (cientos de dianas para 
cada microRNA), el escaso número de observaciones o la gran probabilidad de 
obtención de falsos positivos si se emplean las técnicas clásicas de análisis 
bioestadístico (Dvinge & Bertone, 2009; Bediaga et al., 2013). Para solventar estas 
limitaciones es necesario diseñar estudios con un buen poder estadístico y aplicar 
métodos bioestadísticos adecuados con los cuales se puedan detectar los cambios que 
se produzcan (Dvinge & Bertone, 2009; Bediaga et al., 2013). Para ello, en nuestro 
estudio se procedió a validar los resultados y las correlaciones identificadas mediante 
TLDA card en un grupo independiente de muestras al empleado en la plataforma 
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anterior. La técnica seleccionada para la validación de los resultados fueron los 
ensayos TaqMan®, que es la misma tecnología empleada en el TLDA card, pero de 
forma individual, más precisa y más económica. 
 
7.3. En relación con la caracterización del perfil de expresión aberrante de 
microRNAs en la enfermedad liquenoide oral 
Aunque todavía queda mucho por descifrar sobre el papel de los microRNAs en la ELO, 
algunos estudios (Zhang et al., 2012; Gassling et al., 2013) ya han insinuado la posible 
existencia de un perfil de expresión de microRNAs alterado diferente del perfil de los 
controles.  
En nuestro estudio, hemos analizado el perfil de microRNAs en el mayor conjunto de 
muestras de ELO publicado hasta el momento y hemos identificado 20 microRNAs 
desregulados con unos criterios de inclusión ((FC) > | 2 | y una p ajustada <0,05). De 
todos ellos, los microRNAs mejor posicionados fueron validados en un conjunto 
independiente de muestras (microRNA-150, microRNA-142, microRNA-146a, 
microRNA-223, microRNA-7, microRNA-339, microRNA-342, microRNA-146b, 
microRNA-140, microRNA-1247, microRNA-152, microRNA-625, microRNA-629).  
Entre los 20 microRNAs identificados, el microRNA-146a es el único microRNA cuya 
clara sobreexpresión ha sido descrita hasta el momento en los tres estudios realizados 
sobre todo el genoma en esta enfermedad (Zhang et al., 2012; Gassling et al., 2013; y 
el presente estudio). Estos resultados también están en consonancia con los  estudios 
previos de microRNA-candidato realizados (Arao et al., 2012; Zuo et al., 2015). 
Se considera que el microRNA-146a tiene un papel esencial en la regulación de la 
respuesta inflamatoria y en la oncogénesis (Taganov et al., 2006; Bhaumik et al., 2008; 
Lin et al., 2008; Nakasa et al., 2008;  Perry et al., 2008; Sonkoly et al., 2008; Stanczyk et 
al., 2008). 
En 2006 Taganov et al. vieron que la expresión del microRNA-146a se activaba en 
respuesta al lipopolisacárido (LPS),  polímero complejo que forma la parte mayoritaria 
de la membrana externa de las bacterias Gram negativas. La activación se produciría 
por la acción del complejo proteico NF-kB  (factor nuclear potenciador de las cadenas 
ligeras kappa de los linfocitos B activados), el cual controla la producción de citoquinas 
y la supervivencia celular. También observaron que el microRNA-146a era capaz de 
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silenciar la expresión de dos dianas, la IRAK 1 (quinasa asociada al receptor de la 
interleucina 1) y el TRAF 6 (factor asociado al receptor TNF), los cuales se han 
relacionado con la producción del TNF-α (factor de necrosis tumoral alpha) involucrado 
en los procesos inflamatorios y en la  apoptosis. Por todo ello concluyen que el 
microRNA-146a podría desempeñar un papel fundamental en la respuesta 
inmunológica innata (Taganov et al., 2006).  
En este sentido se conoce que el microRNA-146a se encuentra sobreexpresado en 
algunas enfermedades inflamatorias como la psoriasis (Sonkoly et al., 2007), la artritis 
reumatoide (Nakasa et al., 2008; Pauley et al., 2008), la osteoartritis (Yamasaki et al., 
2009) y también en la enfermedad liquenoide oral (Arao et al., 2012; Zhang et al., 
2012; Gassling et al., 2013). 
Todos estos resultados sugieren que el microRNA-146a podría desempeñar un 
importante papel regulador en la fisiopatología de estas enfermedades inflamatorias  
de base inmunológica (Williams et al., 2008). Sin embargo, todavía queda mucho por 
esclarecer sobre su verdadera función y sobre los mecanismos por los que actúa.  
En nuestro estudio también hemos observado sobreexpresión del microRNA-146b en 
los pacientes con ELO, lo que coincide con lo observado por Gassling et al. (2013). El 
microRNA-146b pertenece a la misma familia que el microRNA-146a, compartiendo la 
misma región semilla y sus secuencias maduras, que se encuentran estrechamente 
relacionadas (20/22 nt de identidad) (Taganov et al., 2006). En general, toda la familia 
del microRNA-146 está involucrada principalmente en la regulación de la inflamación y 
en los mecanismos reguladores del sistema inmunológico innato, habiéndose asociado 
también con diversas neoplasias en el ser humano, incluyendo el cáncer oral (Taganov 
et al., 2006).  
Con respecto al microRNA-342-3p, que también aparecía desregulado en el estudio de 
Gassling et al. (2013), está situado en uno de los  intrones  del gen EVL, y cada vez son 
mayores las evidencias que sugieren que podría desempeñar un papel importante en 
los procesos de carcinogénesis (Ronchetti et al., 2008; Gassling et al., 2013). 
 Se ha observado que el microRNA-342 se encuentra desregualado en el mieloma 
múltiple (Ronchetti et al., 2008), y epigenéticamente silenciado en el carcinoma 
colorrectal (Grady et al., 2008). La reconstitución de este microRNA en las células 
provoca un aumento de la actividad apoptótica, lo que sugiere que podría estar 
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regulando factores celulares antiapoptóticos (Grady et al., 2008). Por ello, el 
silenciamiento de su expresión podría promover la carcinogénesis mediante la 
inducción de algunas vías antiapoptóticas (Grady et al., 2008).  
Además, hemos observado en nuestro estudio que tanto el microRNA-342 como el 
microRNA-150 se encuentran desregulados en la ELO. Entre las posibles dianas de 
estos microRNAs se encuentran el oncogen  JUN,  la proteína quinasa PRKCE o la 
proteína kinasa AKT que están asociadas a procesos inflamatorios mediados por 
citoquinas (Anderson & Wong, 2010; Fourie et al., 2014). Esta desregulación también 
se ha observado en el colón irritable (Anderson & Wong, 2010; Fourie et al., 2014), que 
es un trastorno gastrointestinal frecuente, caracterizado por una desregulación 
inmunológica-inflamatoria.  
Por analogía con nuestros resultados, podemos inferir que estos dos microRNAs 
(microRNA-342, microRNA-150) podrían participar en la génsesis y desarrollo del 
proceso inflamatorio presente en la ELO. 
 Tanto en nuestro estudio como en el de Zhang et al. (2012) se ha reconocido la 
sobreexpresión de los microRNAs 629 y 152. 
 En 2012 Yang et al., demostraron in vitro que el microRNA-629 era capaz de disminuir 
la expresión del gen NBS1, el cual está relacionado con un mayor riesgo de padecer 
cáncer de pulmón (Lu et al., 2009). También se ha detectado sobrexpresión de este 
microRNA en pacientes pediátricos diagnosticados de lupus eritematoso sistémico, 
enfermedad reumatológica de base inmunológica (Zhu et al., 2014). 
 En cuanto al microRNA-152, no hay mucha información todavía, excepto que se ha 
encontrado sobreexpresado en pacientes con cáncer de cuello de útero que es un 
carcinoma de células escamosas derivado de la mucosa cervical (Lui et al., 2007), por lo 
que podría tener interés en su analogía con el cáncer oral. 
Aunque se conoce muy poco acerca de las funciónes de estos microRNAs, el hecho de 
que haya sido detectada su desregulación en la ELO en dos estudios totalmente 
independientes como son el de Zhang et al., (2012) y el nuestro, en diferentes 
poblaciones y en diferentes laboratorios con protocolos diferentes, refuerza la idea de 
que pueden tener un papel destacado en la etipatogenia de la ELO. 
Nuestro estudio ha identificado nuevos microRNAs alterados en la ELO, que nunca 
habían sido anteriormente vinculados a esta enfermedad, como el microRNA-150, el 
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microRNA-142, el microRNA-223, el microRNA-7, el microRNA-339, el microRNA-140, 
el microRNA-625 y el microRNA-1247. 
En 2012 Yang et al., si observaron niveles reducidos de expresión del microRNA-150 en 
pacientes diagnosticados de leucoplasia proliferativa en comparación con los 
diagnosticados de leucoplasia no proliferativa. 
En nuestro estudio, hemos observado un aumento significativo de la expresión del 
microRNA-150 en el grupo ELO respecto del control, mientras que la expresión en el 
COCE se redujo a niveles equivalentes a los del grupo control. En dos estudios 
independientes (Xiao et al., 2007; Zhou et al., 2007) se ha demostrado la intervención 
del microRNA-150 en el desarrollo de los linfocitos B. Estos resultados, junto a los del 
análisis de la ontología de genes (Gene Ontology), nos indicarían que en algunos 
trastornos orales potencialmente malignos como la ELO, el componente inflamatorio 
tendría  un papel principal y mayor que en otros trastornos como la leucoplasia o 
incluso el cáncer, donde otros procesos biológicos adquirirían una mayor relevancia 
y/o la respuesta inflamatoria no sería un elemento etiopatogénico. 
Otra hipótesis que nos sugieren estos datos es que en los pacientes con ELO el sistema 
inmune estaría alterado también por la sobreexpresión de este microRNA. La posible 
subexpresión del microRNA-150 en la ELO provocaría una disminución de la respuesta 
inflamatoría de inmunovigilancia tumoral, lo que podría ayudar a la posible 
malignización de este trastorno.  
En relación con el microRNA-142-3p, que esta sobreexpresado en la ELO, se sabe que 
el gen que codifica para este microRNA se encuentra localizado en una zona de 
translocación asociada a procesos oncológicos linfoides como las leucemias agresivas 
de células B (Sonkoly et al., 2008). Además es, junto al microRNA-142-5p, dos de los 
siete microRNAs más abundantes en los linfocitos T (Wu et al., 2013). Por todo ello, se 
puede considerar como muy probable que este microRNA ejerza un papel fundamental 
en la inmunidad adaptativa asociada a estas células linfoides. 
Al igual que el microRNA-142, el microRNA-223 es un microRNA intergénico regulado 
por su propio promotor (Pulikkan et al., 2010), que también se expresa en los tejidos 
hematopoyéticos, principalmente en las células mieloides, aunque también se ha visto 
que regula la diferenciación de los linfocitos T (Chen et al., 2004). Este microRNA es 
capaz de controlar su propia expresión y regular la diferenciación de los distintos tipos 
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de granulocitos (eosinófilos, neutrófilos y basófilos) (Fazi et al., 2005), lo que sugiere 
que desempeña diversas funciones en diferentes tipos celulares (Chen et al., 2004). La 
desregulación de este microRNA se ha descrito tanto en neoplasias  malignas de 
células linfoides T inmaduras (Mavrakis et al., 2011), como en procesos 
gastrointestinales inflamatorios como el colón irritable (Schaefer et al., 2011). También 
se conoce que tiene como potencial diana al factor de transcripción oncogénico E2F1 
(Pulikkan et al., 2010), el cual esta involucrado en el control del ciclo celular y en la 
actividad de algunas proteínas supresoras tumorales.  
Ambos microRNAs (el microRNA-142 y el microRNA-223) podrían ser mediadores de la 
respuesta inflamatoria a traves de los linfocitos T, células cruciales para la aparición, 
mantenimiento y limitación del daño en la enfermedad liquenoide oral.  
En los mamíferos, el microRNA-7 está codificado por tres loci genómicos, lo que origina 
3 isoformas distintas,  el microRNA-7a-1, el microRNA-7a-2, y el microRNA-7b (Kredo-
Russo et al., 2012). 
En 2010 Jiang et al., en un estudio con pacientes diagnosticados de COCE, demostraron 
que el microRNA-7 es capaz de provocar la subexpresión del receptor del factor de 
crecimiento de la insulina (IGF1R) y por lo tanto atenuar la fosforilación o activación de 
la proteína quinasa, lo que conllevaría a una disminución de la proliferación celular, un 
aumento de la apoptosis y un parón del ciclo celular (Jiang et al., 2010). Además, en 
2013, Xu et al. vieron que la subexpresión del microRNA-7 provocaba un aumento en 
la señalización de la molécula del sistema inmunitario innato TLR9 (receptor de tipo 
Toll 9) y como consecuencia de ello una mayor progresión en el cáncer de pulmón. 
Esta molécula alteraría la transducción de la vía de la proteína quinasa AKT, proteína 
que regula el complejo NF-KB, que controla la producción de citocinas y la 
supervivencia celular (Xu et al., 2013). Todos estos datos  nos sugieren que el 
microRNA-7 además de regular la oncogénesis, también tiene un papel importante en 
la regulación de procesos inflamatorios, por lo que la alteración de su expresión en la 
ELO nos podría estar indicando su implicación en el desarrollo de algunas vías 
relacionadas con el proceso inflamatorio presente en esta patología, las cuales podrían 
tener repercusiones carcinogénicas.  
El microRNA-339 es uno de los microRNAs capaces de regular a la endonucleasa de 
restricción Dicer. Esta enzima sería fundamental en el desarrollo de algunas células del 
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sistema inmunológico, más concretamente en el desarrollo de las células linfoides T 
(Cobb et al., 2006), así como en la respuesta inmunológica de tipo 2, que está mediada 
por linfocitos T (Kemp & Ronchese, 2001; Muljo et al., 2005). El hecho de que en 
nuestro estudio el microRNA-339 este sobreexpresado en la ELO, refuerza el hecho de 
que los linfocitos T tengan un papel muy importante en la génesis y el mantenimiento 
de esta patología. 
El microRNA-140-3p también tiene entre sus funciones la de regular el sistema 
inmunológico (Takata et al., 2011). Se conoce que  este microRNA regula de forma 
negativa una de las vías principales del sistema inmunológico innato, la vía NF-kB, al 
tener como dianas a distintos coactivadores de esta vía como son NCOA1 (receptor 
nuclear) y NRIP1 (proteína de interacción con receptores nucleares) (Takata et al., 
2011). Otros mediadores inflamatorios que pueden estar regulados por este  
microRNA son la metaloproteinasa de matriz MMP-13 (Takata et al., 2011), que se 
encuentra involucrada en la vía NF-kB y el factor de crecimiento similar a la insulina 
IGFBP-5, que se sabe que modula la actividad de IGF-1 (factor de crecimiento 
insulínico), que es uno de los activadores de la transducción de señal AKT y es un 
estimulador del crecimiento y de la proliferación celular (Jones et al., 1993). Aunque 
no ha sido descrito hasta este momento en otros estudios sobre la ELO, podríamos 
suponer que su desregulación estaría directamente relacionada con la naturaleza 
inflamatoria crónica de este trastorno oral. 
En relación con el  microRNA-625 y el microRNA-1247, no existe mucha información 
sobre sus funciones aunque se sabe que se encuentran desregulados en el cáncer 
(Wang et al., 2012; Lou et al., 2013; Wang et al., 2014). Más concretamente, el 
microRNA-625 se ha observado que esta desregulado en los pacientes con cáncer 
colorrectal, cáncer de esófago y cáncer gástrico (Wang et al., 2012; Lou et al., 2013; 
Kim et al., 2014; Wang et al., 2014). A su vez, también se ha descrito el silenciamiento 
del microRNA-1247 en el cáncer gástrico (Kim et al., 2014). A día de hoy no existe 
información sobre la desregulación de estos microRNAs en la ELO ni de sus posibles 





7.4. En relación con la caracterización del perfil de expresión aberrante de 
microRNAs en los subtipos de ELO 
Dentro de la ELO se  incluyen diferentes procesos inflamatorios crónicos de la mucosa 
oral como  el liquen plano oral (LPO) y la lesión liquenoide oral (LLO) en los que se 
reconocen lesiones papulares (Aguirre, 2008).  
En 2003, van der Meij y van der Waal  propusieron unos criterios diagnósticos, tanto 
clínicos como histológicos, para diferenciar los casos “típicos” y los que sólo eran 
“compatibles”. Estos autores (van der Meij & van der Waal, 2003) demostraron que 
cuando se aplicaban estos criterios, sólo los casos diagnosticados como compatibles 
(LLO) mostraban un riesgo evidente de transformación maligna (van der Meij & van 
der Waal, 2003; van der Meij et al., 2007). 
Nuestro estudio, no ha podido demostrar diferencias estadísticamente significativas en 
el perfil de microRNAs validado en la ELO en relación con los subgrupos clínicos de LPO 
y de LLO. 
Al hacer el análisis de los subgrupos histopatológicos, así mismo en típico y 
compatible, si aparecen en nuestro estudio algunos microRNAs diferentemente 
expresados (microRNA-146a, microRNA-150, microRNA-223). Estos 3 microRNAs 
siguen una tendencia similar en los dos subgrupos histopatológicos, presentando un 
aumento de su expresión al compararlos con el grupo control, siendo mayor en el 
subgrupo típico. A su vez, también observamos que los niveles de expresión del 
microRNA-146a en el subgrupo compatible son similares a los que aparecen en el 
COCE, y que descienden los del grupo control. La sobreexpresión de este microRNA ha 
sido demostrada en la ELO y en otros procesos relacionados con la desregulación del 
sistema inmunológico (Taganov et al., 2006; Zhou et al., 2007; Schaefer et al., 2011). 
Por ello, en base a nuestros resultados, y a los obtenidos en la ontología de genes, 
podríamos señalar que en los casos “típicos” el proceso inflamatorio tendría un papel 
principal, mayor que en aquellos casos histológicamente “compatibles”. Esto apoyaría 
el hecho de que los casos “compatibles”, denominados como LLOs por van der Meij & 
van der Waal (2003), tendrían otras vías además de la inflamatoria para posibilitar su 




7.5. En relación con la expresión aberrante de los microRNAs comunes en la ELO y el 
COCE 
En nuestro estudio, hemos identificado 14 microRNAs que se encontraban 
desregulados tanto en la ELO como en el COCE. Tras aplicar los criterios de inclusión 
(FC > |2| y una p ajustada <0,05), se seleccionaron 8 microRNAs, de los cuales 5 
resultaron finalmente validados en un conjunto independiente de muestras 
(microRNA-150, microRNA-142, microRNA-146a, microRNA-7, microRNA-339). 
Entre los 5 microRNAs identificados, el microRNA-146a y el microRNA-7 son los únicos 
cuya alteración ha sido descrita previamente en estudios realizados en COCE (Taganov 
et al., 2006; Jiang et al., 2010; Hung et al., 2012; Hung et al., 2013).  
Hung et al. (2013) al igual que nosotros, confirmaron que existe una clara 
sobreexpresión del microRNA-146a en el COCE. En concreto, varios receptores del 
sistema inmunológico como son los receptores tipo toll (TLR), los receptores de 
necrosis tumoral (TNFR) y receptores de la interleucina 1b (IL1R) activarían al complejo 
NF-kB el cual provocaría la sobreexpresión del microRNA-146a (Hung et al., 2013).  
En base a ello, nuestros resultados nos sugieren que el microRNA-146a podría tener un 
importante papel en el potencial proceso de carcinogénesis oral al mediar en la 
regulación de vías proinflamatorias con potencial carcinogénico (Bernitsas et al., 2007; 
Szczepanski et al., 2009; Hung et al., 2013). 
En nuestro estudio, también hemos observado la alteración en ambos procesos del 
microRNA-7. El microRNA-7 se ha visto desregulado en varios cánceres entre los que se 
incluye el COCE (Kefas et al., 2008; Reddy et al., 2008; Webster et al., 2009; Jiang et al. 
2010). El estudio llevado a cabo por Jiang et al. (2010), demostró que el microRNA-7 es 
capaz de provocar subexpresión del receptor del factor de crecimiento IGF1R y por lo 
tanto atenuar la fosforilación o activación de la proteína quinasa AKT, lo que conlleva 
una disminución de la proliferación celular y un aumento de la apoptosis (Jiang et al., 
2010). Nuestros resultados no concuerdan con lo descrito por Jiang et al., (2010). Esta 
discrepancia puede deberse a que el tipo de muestra empleada es diferente, ya que 
ellos utilizaron cultivos de lineas celulares de cáncer lingual, y nosotros biopsias y 
sabemos que los microRNAs son específicos de tejido y tipo celular (Lu et al., 2005; 
Blenkiron et al., 2007). Nuestros resultados en relación con la sobreexpresión del 
microRNA-7 en la ELO apoyarían el hecho de que se trata de un trastorno oral con bajo 
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riesgo de transformación maligna y en el que los mecanismos de supresión tumoral 
estarían funcionando adecuadamente. 
Nuestro estudio ha identificado nuevos microRNAs relacionados con el COCE, que 
nunca habían sido anteriormente vinculados a esta neoplasia maligna, como el 
microRNA-339, el microRNA-142, y el microRNA-150. Aunque no existe mucha 
información sobre ellos y sus posibles funciones, si se sabe que se encuentran 
desregulados en el cáncer (Dezhong et al., 2015; Li et al., 2015; Shen et al., 2015). Más 
concretamente, el microRNA-339, aparece desregulado en el cáncer gástrico (Shen et 
al., 2015) ya que se ha comprobado que se encuentra subexpresado en este cáncer 
debido al silenciamiento epigenético (Shen et al., 2015).  
En relación con el microRNA-150 se ha observado que está desregulado en el cáncer 
de prostata y en el osteosarcoma (Dezhong et al., 2015; Li et al., 2015). A su vez, 
también se ha descrito la subexpresión del microRNA-142 en líneas celulares de cáncer 
de cabeza y cuello HPV positivo (Wald et al., 2011). 
Estos resultados previos, nos sugieren que estos microRNAs (microRNA-339, 
microRNA-142 y microRNA-150), pueden también tener papel importante en la 
carcinogénesis oral aunque los mecanismos en los que estan involucrados aún estan 
por descubrir. 
 
7.6. En relación con el análisis in silico (Ontología de genes) 
Los avances bioinformáticos han permitido la adquisición de datos a gran escala 
permitiendo la comparación de secuencias nucleotídicas y protéicas y demostrando 
que puede encontrarse una fracción considerable de genes ortólogos incluso entre 
organismos muy diferentes (Batzoglou, 2005). 
Las tareas de investigación más comunes en biología molecular requieren comparar los 
datos experimentales con resultados ya publicados y con resultados de otros 
laboratorios,  utilizando diversas herramientas de análisis. Desde hace poco tiempo, 
una de las técnicas que mas relevancia está adquiriendo en la investigación biomédica 
es la denominada “Ontología de genes” (OG) (Bodenreider, 2008). Esta ontología es el 
fruto de una colaboración entre las bases de datos de organismos modelos para 
generar vocabularios estructurados con fines de anotación (Bodenreider, 2008). La OG 
desarrolla vocabularios biológicos, aplicables a todas las especies, con el propósito de 
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anotar los productos génicos de forma consistente en las diferentes bases de datos 
(Bodenreider, 2008).  
La OG de nuestro estudio se realizó en base a las  potenciales dianas de los 20 
microRNAs desregulados en la ELO y de los 106 microRNAs desregulados en el COCE. 
 Estos análisis revelaron que en el caso de la ELO un gran número de microRNAs se 
encontraban asociados a procesos biológicos relacionados principalmente con: a) el 
proceso inmunológico e inflamatorio como: la respuesta y regulación inmune, la 
respuesta celular frente a estímulos de citoquinas y la regulación positiva del proceso 
efector inmunológico; b) la proliferación celular y la apoptosis como: la proliferación 
celular y su regulación positiva, la regulación negativa del proceso de apoptosis, la fase 
de ejecución de la apoptosis; y c) la respuesta frente a sustancias orgánicas y al etanol.  
En el caso del COCE también hemos encontrado un número elevado de procesos  y vías 
afectadas tales como: las vías de señalización de receptores transmembrana, la vía de 
señalización de la neurotrofina, el proceso de cicatrizació y la respuesta frente a las 
heridas, el proceso de movimiento de los componentes celulares, etc.  
La comparación de las vías afectadas por la desregulación de microRNAs en la ELO y el 
COCE reveló coincidencias en el contexto de la adhesión celular, el desarrollo de 
órganos y tejidos, la respuesta frente al etanol y a algunos virus y la respuesta 
inmunológica. Sin embargo, los aspectos relacionados con los procesos inmunitarios, 
con la proliferación celular y la apoptosis y la respuesta frente a sustancias orgánicas 
están más enriquecidos en la ELO que en el COCE. 
El papel de los microRNAs en relación con la regulación del  sistema inmunológico ha 
sido ampliamente estudiado desde su descubrimiento en las células de los mamíferos 
(Taganov et al., 2006). A día de hoy se sabe que son numerosos los microRNAs capaces 
de desregular las vías inflamatorias y particularmente suprimir la señalización del 
complejo proteíco NF-kB (Taganov et al., 2006; Takata et al., 2011). Biológicamente, se 
trata de un sistema excelente y precisamente coordinado para mantener los procesos 
inflamatorios bajo control (Rebane & Akdis, 2013). El hecho de que los microRNAs 
estén involucrados en la regulación de la respuesta inmunológica sugiere que la 
alteración de su expresión puede estar implicada en enfermedades caracterizadas por 
una respuesta inmunológica anormal como la que se produce en ciertas enfermedades 
inflamatorias o autoinmunes (Sonkoly et al., 2008). En este sentido nuestros resultados 
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refuerzan la hipótesis de que la ELO es un trastorno de la mucosa oral de naturaleza 
eminentemente inflamatoria crónica y base inmunológica. Además, que los procesos 
de proliferación celular y de apoptosis esten desregulados en la ELO también refuerza 
el hecho de que esta patología está provocada por un componente inflamatorio 
crónico producido por una mayor expresión de los linfocitos T y por la muerte de los 
queratinocitos basales al sufrir un daño continuado. 
Por último, el hecho de que los procesos de respuesta a sustancias orgánicas también 
esten más enriquecidos en la ELO, nos podría dar una idea de que tanto el uso de 
fármacos, como el consumo de alcohol podrían tener un papel importante y hasta el 























































1. Se reconoce un perfil de expresión aberrante de 20 microRNAs asociado a la 
enfermedad liquenoide oral. 
2. Hemos reconocido un perfil de expresión aberrante asociado al carcinoma oral de 
células escamosas constituído por 106 microRNAs. 
3. Hemos identificado 14 microRNAs cuya expresión aberrante es compartida por la 
enfermedad liquenoide oral y el carcinoma oral de células escamosas, de los cuales 7 
han sido validados (microRNA-150, microRNA-142, microRNA-146a, microRNA-7-1, 
microRNA-339, microRNA-140, microRNA-1247).  
4. En la enfermedad liquenoide oral se identifican microRNAs alterados que están 
relacionados con la respuesta inmunológica, la respuesta frente a sustancias orgánicas,  
la proliferación celular y la apoptosis.  
5. En el carcinoma oral de células escamosas se identifican microRNAs alterados que 
están relacionados con la señalización de los receptores transmembrana, la 
cicatrización y la respuesta frente a las heridas y el movimiento de los orgánulos 
celulares.  
6. La enfermedad liquenoide oral y el carcinoma oral de células escamosas comparten 
microRNAs alterados que intervienen en la respuesta inmunológica, la respuesta 
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